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1. Einleitung 
 

1.1. Die koronare Herzerkrankung 
 

Die koronare Herzerkrankung zählt weltweit zu den häufigsten Todesursachen. 

Atherosklerose als eine der wichtigsten Ursachen für diese Erkrankung ist dabei 

entgegen der landläufigen Meinung nicht unbedingt eine Erscheinung der Neuzeit. So 

konnten mittels Computertomografie bereits bei 3500 Jahre alten ägyptischen Mumien 

signifikante Ablagerungen und atherosklerotische Veränderungen in den 

Gefäßwänden nachgewiesen werden (Allam, Thompson et al. 2009). Atherosklerose 

begleitet den Menschen somit bereits seit Jahrtausenden, hat aber in den letzten 

Jahrzehnten deutlich an Häufigkeit zugenommen. Vor allem in Schwellenländern war 

in den letzten drei bis vier Jahrzehnten ein massiver Anstieg kardiovaskulärer 

Erkrankungen zu beobachten (Reddy and Yusuf 1998).  

Als Ursachen für diese Entwicklung wird vor allem eine starke und schnelle 

Veränderung des Lebenswandels angeführt. Hinzu kommt, dass die globale 

Verfügbarkeit von günstigen pflanzlichen Ölen und Fetten zu einem drastischen 

Anstieg des Fettkonsums vor allem in einkommensschwachen Ländern und 

Bevölkerungsgruppen führte (Drewnowski and Popkin 1997). Diese und weitere 

Fehlernährungen sowie ein zusätzlicher Bewegungsmangel können wiederum in 

einem höheren BMI, erhöhtem Blutdruck und einem erhöhten Gesamtcholesterin 

resultieren, was die Entwicklung eines Diabetes mellitus begünstigen kann. Als weitere 

Risikofaktoren werden Stress, Rauchen, das Alter sowie das männliche Geschlecht 

angesehen (Thews, Mutschler et al. 2007).  

Als Ursachen für die Atherogenese wird in den meisten Lehrbüchern von der 

Hypothese einer lipoproteininduzierten Atherogenese aufgrund eines erhöhten 

Cholesteringehalts im Blut ausgegangen, wonach die oxidative Modifikation von LDL-

Molekülen den eigentlichen Initiationsschritt der Atherogenese darstellt (Witztum 

1993). Nach dieser Theorie nehmen Makrophagen in sehr kurzer Zeit große Mengen 

von oxidiertem LDL-Cholesterin auf, was in deren Umwandlung zu Schaumzellen 

mündet. Diese Schaumzellen führen wiederum zu einer Entzündungsreaktion im 

umgebenden Gewebe, welche mit der Zeit in die tieferen Schichten der Arterienwand 

eindringt und schließlich die Muskelzellen der Media erreicht. Durch die sterbenden 

Zellen und vor allem durch die Schädigung des Endothels kommt es zur Freisetzung 
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großer Mengen von Wachstumsfaktoren und Zytokinen, welche wiederum einen 

starken Proliferationsreiz für Muskelzellen darstellen. 

Der bei diesem Prozess stattfindende Gewebeumbau und die Bildung einer 

bindegewebsartigen Kappe um einen teilweise flüssigen Lipidkern, welcher 

überwiegend aus abgestorbenen Schaumzellen und großen Mengen der zuvor 

aufgenommenen oxidierten LDL-Partikeln besteht (Diaz, Frei et al. 1997), führt zur 

Entstehung arteriosklerotischer Plaques. Diese können mit der Zeit große 

Auswirkungen auf den Gefäßdurchmesser haben und die Strömungseigenschaften 

innerhalb des Gefäßes beeinflussen (Malek, Alper et al. 1999).  

Die durch den Aufbau der Plaques entstehende Verengung der koronaren 

Herzkranzgefäße äußert sich in einer Erhöhung des Gefäßwiderstandes und kann in 

einer Beeinträchtigung der koronaren Durchblutung resultieren. In der Folge ist die 

Sauerstoffversorgung des Myokards eingeschränkt. Eine kurzzeitige Imbalance 

zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf des Herzmuskels bei körperlicher 

Belastung resultiert in der Symptomatik der Angina Pectoris, einem Leitsymptom der 

koronaren Herzkrankheit, welches durch starke, stechende Schmerzen im 

Brustbereich, Schweißausbrüche, Kurzatmigkeit, Herzklopfen und einer gefühlten 

Brustenge charakterisiert ist. Während diese Symptome bei einem Angina Pectoris 

Anfall nur für einige Sekunden, bis mehrere Minuten andauern, handelt es sich bei 

länger als 20 Minuten anhaltenden Schmerzen um einen akuten Myokardinfarkt, 

aufgrund einer Plaqueruptur, der in der Regel mit einer irreversiblen Schädigung des 

Herzmuskels einhergeht.    

 

1.2. Der Einsatz von koronaren Stents 
 

Erstes Ziel der Interventionstherapie ist stets die schnellstmögliche Wiedereröffnung 

des verschlossenen Gefäßabschnittes. Dies erfolgt heute, neben der Möglichkeit der 

Thrombolyse, zum größten Teil mittels perkutaner, transluminaler 

Koronar-Angioplastie (PTCA) und anschließendem Einsatz eines Stents. 

Die Grundlagen der Stent-basierten Therapie wurden bereits 1978 durch Grüntzig mit 

der Durchführung der ersten koronaren Ballonangioplastie gelegt (Gruntzig 1978). Bei 

einer PTCA wird ein Ballonkatheter über die Leisten- oder Unterarmarterie eingeführt 

und mithilfe eines Führungskatheters bis zum verengten Gefäßabschnitt, der Stenose, 

vorgeschoben. Dort angekommen wird der distale Ballon mit einem Druck von 

8 bis 12 bar dilatiert und das verschlossene Gefäß dadurch wieder eröffnet. Anfänglich 
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war die Behandlung an diesem Punkt abgeschlossen. Dies führte jedoch dazu, dass 

es bei etwa 30 bis 40 % der Patienten zu einem Wiederverschluss des Gefäßes kam 

(Gordon, Gibson et al. 1993, Fauci, Braunwald et al. 2008). Damit der entsprechende 

Gefäßabschnitt weiterhin „offen“ bleibt, wurde in späterer Zeit zusätzlich ein Stent 

implantiert, welcher das Gefäß mechanisch eröffnet hält. 

Der erste selbstexpandierende Stent wurde 1986 durch Puel und Sigwart erfolgreich 

implantiert (Sigwart, Puel et al. 1987). Hierauf aufbauend wurde in der Folge eine 

große Palette unterschiedlichster Stents entwickelt. Die zunächst verwendeten und 

mittlerweile in der 2. Generation existierenden, auch heute noch großen Anklang 

findenden Bare-Metal-Stents (BMS) (weltweiter Marktanteil 2011 lag bei 40 bis 45 %), 

stellten den Beginn dieser Ära dar. Studien in den 1990er Jahren belegten die 

Überlegenheit von Stents im Vergleich zur reinen Ballondilatation (Serruys, Kutryk et 

al. 2006). Doch kam es auch bei der Verwendung von BMS innerhalb der ersten zwei 

Wochen nach erfolgreicher Behandlung bei etwa 18 % der Patienten zum Auftreten 

von Stentthrombosen und Restenosen.  

Bei einer Stentthrombose handelt es sich um einen akuten thrombotischen Verschluss 

des Gefäßes innerhalb des implantierten Stents, was zu einer plötzlich auftretenden 

Durchblutungsstörung des Herzmuskels führt. Da der Stent innerhalb der ersten zwei 

Wochen noch nicht ausreichend von einer schützenden Endothelschicht bekleidet ist, 

kommt es durch den Kontakt des Blutes mit dem Stentkörper zur Aktivierung von 

Gerinnungsprozessen, welche zu einer Anlagerung und Aggregation von 

Thrombozyten an die freiliegenden Stent-Struts führen. Der sich mit der Zeit bildende 

Thrombus kann durch den Blutstrom schlagartig abgelöst werden, was wiederum zu 

einer Embolie am Herzmuskel führen kann. Durch die resultierende 

Herzmuskelischämie kommt es im Allgemeinen zu einer irreversiblen Schädigung des 

Herzmuskels (Takayama, Hiro et al. 2011). Aufgrund dieser neuen Stent-spezifischen 

Gefahr mussten die Patienten im Anschluss an die Implantation zusätzlich mit 

Antikoagulantia behandelt werden, wodurch sich jedoch das Blutungsrisiko stark 

erhöhte und der Klinikaufenthalt verlängert wurde (van Domburg et al., 1999).  

Bei einer Restenose handelt es sich hingegen um eine erneute Wiederverengung bzw. 

den erneuten Verschluss des Blutgefäßes nach erfolgreicher Stentimplantation im 

Bereich des eingesetzten Stents (In-Stent-Restenose = ISR). Dieser Effekt konnte vor 

allem auf das Einwachsen von glatten Muskelzellen (HCASMCs) in das Gefäß- bzw. 

Stentlumen zurückgeführt werden. Als Grund hierfür wurde die Aktivierung und 
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Proliferationsinduktion der HCASMCs durch die Stentimplantation und der damit 

verbundenen Gewebeverletzung identifiziert (Bennett 2003).  

Um diese Restenose zu verhindern, wurde Anfang der 1990er Jahre eine neue 

Generation Zytostatika freisetzender Stents, sogenannter Drug-eluting-Stent (DES), 

eingeführt. Die zellwachstumshemmenden Wirkstoffe dieser Stents werden langsam 

aus einer Polymermatrix auf der äußeren Seite des Stents freigesetzt und in das 

umgebende Gewebe abgegeben. Durch den Einsatz der DES konnte so der frühe 

Proliferationsschub der HCASMCs effektiv verhindert werden, was zu einem 

deutlichen Rückgang der Restenoseraten führte (Moliterno 2005). Die beiden 

Wirkstoffe sind Sirolimus und Paclitaxel, die sich in diesem Zusammenhang einen 

Namen machten und auch heute noch großflächig eingesetzt werden.  

 

Bei dem sehr erfolgreichen Einsatz von Sirolimus auf Stents (Sirolimus-eluting-

Stent = SES) macht man sich hauptsächlich die antiproliferativen Effekte dieses 

Wirkstoffes zunutze, durch welche die Proliferation der HCASMC, jedoch auch die aller 

anderen Zellen stark beeinträchtigt wird. Verschiedene groß angelegte Studien wie die 

RAVEL- (Randomized Comparison of a Sirolimus-Eluting Stent with a standard Stent 

for coronary Revascularization), oder die SIRIUS-Studie (Sirolimus-Eluting Stent in de-

novo native coronary Lesions) belegten die Effektivität und Überlegenheit des SES im 

Vergleich zum BMS anhand signifikant geringerer Restenoseraten und einer 

geringeren Häufigkeit weiterer kardiovaskulärer Ereignisse nach einem 9-monatigen 

(Revaskularisationsereignisse: 21,0 vs. 8,6 % mit SES), 2-jährigen 

(Revaskularisationsereignisse: 21,3 vs. 5,8 % mit SES) und 5-jährigen 

(Revaskularisationsereignisse: 24,2 vs. 9,4 % mit SES) Follow-up (Moses, Leon et al. 

2003, Weisz, Leon et al. 2006, Weisz, Leon et al. 2009). 

Ein weiterer ebenfalls sehr erfolgreich eingesetzter Wirkstoff ist das Paclitaxel, 

welches seine starke proliferationsinhibierende Wirkung über die Hemmung des 

Abbaus der Mikrotubuli vermittelt (Heldman, Cheng et al. 2001). Auch der kurz nach 

dem Cypher®-SES auf den Markt gekommene TAXUS®-PES (PES = Paclitaxel-

eluting-Stent) konnte in groß angelegten Studien (TAXUS I) überzeugen und lieferte 

ebenfalls signifikante Unterschiede im Vergleich zum BMS nach sechs Monaten. Die 

Restenoserate konnte im Durchschnitt von 27,2 % bei den BMS auf 13,6 % beim 

TAXUS®-Stent verringert werden (Grube, Silber et al. 2003).  
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Die sehr guten anfänglichen Erfolge der DES führten in den ersten Jahren nach ihrer 

Einführung zu einem großen Vertrauen in diese neue Technologie und zu einem 

sprunghaft ansteigenden Einsatz dieser Systeme bei der Behandlung der koronaren 

Herzerkrankung im Vergleich zur Verwendung von BMS oder der weiterhin 

durchgeführten Bypass-Operation (Serruys and Garg 2009, Serruys, Morice et al. 

2009). Ab 2006 wurden jedoch mehr und mehr Probleme bei der Sicherheit dieser 

Stents deutlich, was in den darauffolgenden Jahren zu einem starken Rückgang in der 

Verwendung führte und eine allgemeine Verunsicherung über den Einsatz von Stents 

auslöste (Nordmann, Briel et al. 2006, Camenzind, Steg et al. 2007).  

 

Als Hauptgrund für das Versagen der DES wurde die verzögerte und wesentlich 

schlechtere Reendothelialisierung der DES-Oberfläche im Vergleich zum BMS 

identifiziert. Dadurch stellen die auch nach Jahren noch freiliegenden Stent-Struts ein 

erhöhtes thromboembolisches Risiko dar (Joner, Finn et al. 2006). Das schlechtere 

Einwachsen der DES konnte wiederum auf die verwendeten Zytostatika und die 

verwendeten Polymercoatings wie PEVA (Polyethylenvinylacetat) und PBMA 

(Polybuthylmethacrylat) zurückgeführt werden, welche notwendig waren, um die 

Zytostatika in der gewünschten Art und Weise vom Stent freizusetzen (Joner, 

Nakazawa et al. 2008). Diese Polymere wurden jedoch anfänglich aus 

Forschungssicht stark vernachlässigt, weshalb Untersuchungen zum Einfluss und zur 

besseren Verträglichkeit der Polymere einen wichtigen Gegenstand der späteren 

Forschungen bildeten. Neue Polymere der 2. DES-Generation weisen im Allgemeinen 

eine deutlich höhere Biokompatibilität auf. Vor allem biodegradierbare Polymere auf 

PLLA-Basis (Poly-L-Lactid) erfreuen sich zunehmender Beliebtheit, da diese die 

Möglichkeit bieten, zunächst durch die Wirkstofffreigabe die Proliferation der 

HCASMCs zu verhindern und im Anschluss, nach der Degradation des Polymers, als 

reiner BMS vorliegen. Man versprach sich hiervon eine deutliche Verbesserung bzw. 

die vollständige Reendothelialisierung zu einem späteren Zeitpunkt. Das 

Langzeitrisiko, welches durch das Vorhandensein eines stabilen Polymers auftritt, 

wäre in diesem Fall nahezu ausgeschlossen (Niemela 2008). Die grundlegenden 

Probleme der muskelzellinduzierten Restenose und der stark verzögerten 

Reendothelialisierung der DES konnten jedoch bisher nicht zufriedenstellend gelöst 

werden. 
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Ein vorrangiges Ziel der Forschungen ist es daher, die Proliferation und Migration der 

HCASMCs zu verhindern und gleichzeitig die Proliferation und Migration der 

Endothelzellen (HCAECs) zu fördern. Im Ergebnis wäre dann ein vollständiges und 

schnelles Einwachsen des Stents in die Gefäßwand möglich. Hierdurch würde 

wiederum das Thromboembolierisiko deutlich gesenkt und darüber hinaus könnte ein 

funktionelles Endothel der Entstehung einer ISR effektiv vorbeugen.  

 

Die bisher eingesetzten Konzepte führen jedoch zu einer generellen Inhibition aller 

lokal vorhandenen Zelltypen, z. B. durch den Einsatz hochwirksamer 

proliferationsinhibierender Wirkstoffe wie Paclitaxel. 

Einen neuen Lösungsansatz würde in diesem Zusammenhang, eine gezielte 

Vermittlung der proliferationsinhibierenden Wirkung einer Substanz wie Paclitaxel auf 

ausgewählte Zelltypen, wie die HCASMCs darstellen. Hier stellt sich allerdings die 

Frage, wie eine solche Zellspezifität erreicht werden kann?  

Ein möglicher Ansatzpunkt ist die Überlegung, dass die Wirksamkeit eines 

Arzneimittels unter anderem von der erreichten Konzentration an dessen Zielstruktur 

abhängig ist (Huang 2007). Durch die Beeinflussung der intrazellulären Konzentration 

eines Wirkstoffes könnte dementsprechend auch dessen Wirkung auf die Zielzelle 

beeinflusst werden. 

Einen wichtigen Einfluss auf die intrazelluläre Konzentration eines Stoffes besitzen 

wiederum Transportproteine, die für die Aufnahme bzw. den Auswärtstransport einer 

Substanz in die bzw. aus der Zelle verantwortlich sind. Insbesondere eine differenzielle 

Expression spezifischer Aufnahmetransporter in den beiden hier relevanten Zelltypen 

und die damit verbundene differenzielle Pharmakonaufnahme und –wirkung, könnte 

therapeutisch interessante Ansatzpunkte liefern. Im Folgenden werden daher 

insbesondere kardiovaskuläre Wirkstoffaufnahmetransporter näher beleuchtet.  

 

1.3. Kardiale Transportproteine 
 
Lange Zeit wurde die Aufnahme von Arzneimitteln aus dem Blut in die Zellen 

überwiegend passiven Diffusionsprozessen zugeordnet. Der Transport von 

Wirkstoffen über biologische Membranen wurde vor allem von physikochemischen 

Eigenschaften wie Größe, Ladung und Lipophilität abhängig gemacht (Palm, Luthman 

et al. 1999). Da ein Großteil der Arzneimittel im Organismus jedoch mehr oder weniger 

stark ionisiert vorliegt wäre zu erwarten, dass die zelluläre Lipiddoppelschicht hier eine 
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signifikante Diffusionsbarriere darstellt. Verschiedene Beobachtungen zeigten jedoch, 

dass auch hydrophile und ionisierte Verbindungen effizient in die Zellen aufgenommen 

werden, weshalb man zu dem Schluss kam, dass neben der Diffusion noch weitere 

Möglichkeiten zum Transport von Arzneimittel durch zelluläre Membranen existieren 

müssen (Karlsson, Kuo et al. 1993). In diesem Zusammenhang wurde bereits 1976 in 

Chinese Hamster Ovary Cells ein membranständiges Glykoprotein beschrieben, 

welches eine Resistenz gegen verschiedene, dem Colchicin ähnliche, amphiphile 

Substanzen vermittelte (Juliano and Ling 1976). Dieses Protein, welches später als P-

Glykoprotein bzw. als Multi-Drug-Resistance-Protein 1 bezeichnet wurde, stellt 

mittlerweile einen der populärsten und am besten charakterisierten Vertreter der 

Effluxtransporter dar, für den zahlreiche klinisch relevante Wirkstoffinteraktionen 

belegt sind. Hierzu gehören Interaktionen mit den Beta-Adrenozeptor-Antagonisten 

Bunitrolol, Carvediol, Celiprolol und Talinnolol, den Calciumantagonisten Diltiazem, 

Mibefradil und Verapamil, den Statinen Atorvastatin, Lovastatin und Simvastatin sowie 

mit diversen weiteren kardialen Wirkstoffen wie Digitoxin, Digoxin, Doxorubicin, 

Losartan und Chinidin (Karlsson, Kuo et al. 1993, Westphal, Weinbrenner et al. 2000, 

Fromm 2004). 

So beobachtete man bei der Anwendung des Herzglykosids Digoxin eine differenzielle 

therapeutische Effizienz bei unterschiedlichen Patienten, die mit gleichen Dosen 

behandelt wurden. Dabei fand man heraus, dass die beobachtete Variabilität im 

Wesentlichen auf eine unterschiedliche P-Glykoprotein-Expression im Darm 

zurückgeführt werden kann (de Lannoy and Silverman 1992).  

Auch wenn die Substanzen der DES nicht im Darm, sondern direkt in den 

Herzkranzgefäßen vom Stent-Körper freigesetzt werden, ist für deren therapeutische 

Wirksamkeit die Aufnahme in bzw. der Efflux aus den Zielzellen im Herzen von 

entscheidender Bedeutung. 

Erste Hinweise auf eine therapeutisch relevante Expression von P-Glykoprotein im 

kardialen System lieferten Untersuchungen an MDR1(-/-) Mäusen, die eine erhöhte 

kardiale Aufnahme von intravenös verabreichtem Doxorubicin aufwiesen (van 

Asperen, van Tellingen et al. 1999). Spätere Untersuchungen zeigten, dass die 

kardiale P-Glykoprotein-Expression hauptsächlich auf das Endothel der Arteriolen und 

Kapillaren beschränkt ist, wodurch sich, ähnlich zur Blut-Hirn-Schranke, eine 

Schrankenfunktion ergibt, welche das Myokard vor schädlichen Substanzen aus dem 

Blut schützt (Meissner, Sperker et al. 2002). Für die auf den DES verwendeten 
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Substanzen Sirolimus und Paclitaxel konnte bereits ebenfalls eine Interaktion mit 

P-Glykoprotein gezeigt werden (Pawarode, Shukla et al. 2007, Zhou, Deng et al. 

2015). 

Auch für eine Vielzahl weiterer ABC-Transporter konnte eine kardiale Expression 

nachgewiesen werden (Solbach, Konig et al. 2006). Von diesen wurde für das 

Multidrug Resistance Protein 5 (MRP5) und das BCRP (Breast Cancer Resistance 

Protein 1) bereits eine pharmakologische Relevanz beschrieben.  

Für MRP5 konnte eine, im Vergleich zu anderen Organen, hohe Expression in den 

vaskulären Endothelzellen, HCASMCs und Kardiomyozyten des Herzens 

nachgewiesen werden (Dazert, Meissner et al. 2003). Da MRP5 in der Lage ist, 

Nucleotide und Nucleotid-Analoga zu transportieren, spielt dieser Transporter eine 

Rolle beim zellulären Efflux von cAMP und cGMP und verringert darüber hinaus die 

intrazelluläre Konzentration der antiviralen Wirkstoffe PMEA (para-

Methoxyethylamphetamin) und Ganciclovir sowie des Zytostatikums 6-Mercaptopurin 

(Jedlitschky, Burchell et al. 2000, Ritter, Jedlitschky et al. 2005). 

Auch für das BCRP, für welches der Transport der Antrazykline Daunorubicin und 

Doxorubicin beschrieben wurde (Allen and Schinkel 2002), konnte eine kardiale 

Expression in den Endothelzellen des Herzens nachgewiesen werden (Meissner, 

Heydrich et al. 2006). 

    

Im weiteren Verlauf der Forschungen wurde auch mehr und mehr über die Rolle von 

Transportproteinen bei der Aufnahme von Wirkstoffen spekuliert. Die Forschungen der 

vergangenen Jahre haben uns zunehmend vor Augen geführt, wie essenziell 

Aufnahme-Transporter, neben der Aufnahme von Nährstoffen und 

Stoffwechselprodukten, für die Aufnahme und Verteilung verschiedenster Substanzen 

im menschlichen Körper sind (Fromm 2004). Ihre Funktion ist dabei nicht nur auf den 

Darm oder auf Organe wie Leber und Niere beschränkt, sondern sie übernehmen auch 

in Mikrokompartimenten wie den Wandungen der Herzkranzgefäße entscheidende 

Aufgaben bei der Aufnahme und Verteilung von Wirkstoffen, wodurch diese die 

Wirkung dieser Substanzen signifikant beeinflussen können.  

Zur kardialen Expression und Funktion der Familie der Solute-Carrier ist in der Literatur 

bisher nur wenig zu finden.  

Durch Arbeiten im Haus konnte jedoch die Expression der organischen 

Kationentransporter OCT3, OCTN1 und OCTN2 in kardialen Gefäßen sowie in 
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Kardiomyozyten (OCT1 & OCTN1) nachgewiesen und auf funktioneller Ebene eine 

Interaktion mit kardiovaskulären Wirkstoffen wie Carvedilol und Diltiazem gezeigt 

werden (Grube, Ameling et al. 2011). OCT1 und OCT3 vermitteln dabei die 

Translokation verschiedenster organischer Kationen, in beide Richtungen, durch die 

Zellmembran (Koepsell 2011, Koepsell 2013). Zum überlappenden Substartspektrum 

dieser Transportproteine gehören unter anderem die Neurotoxine TEA (Tetra-

Ethylammonium), MPP+ (Methyl-4-Phenylpyridinium) und Salsolinol, Antidiabetika wie 

Metformin, Platinderivate wie Cisplatin und Oxaliplatin sowie das Agmatin und 

Lamivudine (Yonezawa, Masuda et al. 2006, Nies, Koepsell et al. 2011, Koepsell 

2013). Im Jahr 2012 wurde zudem die Interaktion von OCT1 mit dem DES Wirkstoff 

Paclitaxel beschrieben (Gupta, Wulf et al. 2012). 

OCTN1 und OCTN2 sind dagegen in der Lage, neben organischen Kationen, auch 

zwitterionische Substanzen wie L- und Acetyl-Carnitin zu transportieren. Zum weiteren 

Substratspektrum dieser Transporter gehört TEA und Acetylcholin (Pochini, Scalise et 

al. 2012). An Mäuse-OCTN1 und OCTN2 konnte darüber hinaus die Aufnahme von 

Ergothionein, Valproinsäure und Imatinib sowie die Aufnahme der kardiologisch 

relevanten Wirkstoffe Chinidin, Verapamil und Spironolacton nachgewiesen werden 

(Ganapathy, Huang et al. 2000, Hu, Franke et al. 2008, Kano, Kato et al. 2009, 

Nakamura, Nakanishi et al. 2010).   

Auch für OATP2B1, einem Vertreter der organischen Anionentransporter (SLCO), 

konnte eine signifikante Expression im vaskulären Endothel nachgewiesen werden. 

Durch den funktionellen Nachweis einer hochaffinen Atorvastatin-Aufnahme über 

OATP2B1 (Grube, Kock et al. 2006) belegt auch dieser Transporter die Relevanz von 

Aufnahme-Transportern im kardialen System. 

Weitere Arbeiten beschränken sich auf Übersichtsarbeiten zur Expression, bei denen 

das Herz im Allgemeinen betrachtet wurde. So konnte von (Nishimura and Naito 2008) 

für die SLCs 8A1(Natrium-Calcium-Austauscher), 16A7 (Monocarboxylat-

Transporter), 19A2 (Thiamintransporter), 27A6 (Fettsäuretransporter), 30A6 und A9 

(Zink-Transporter), 40A1 (Ferroportin) und 41A1 (Magnesium-Transporter) eine 

signifikante kardiale Expression nachgewiesen werden. Eine pharmakologische 

Relevanz ist bisher jedoch für keines dieser Transportproteine beschrieben worden.  
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1.4. Aufgabenstellung 
 

Trotz intensivster Bemühungen und Forschungen in den letzten Jahrzehnten führt die, 

im Vergleich zum BMS wesentlich schlechtere Reendothelialisierung der DES, 

weiterhin zu einem relativ häufigen Auftauchen von Komplikationen. Bisherige DES-

Konzepte verfolgten das Ziel, die lokale HCASMC-Proliferation durch den Einsatz 

hochwirksamer proliferationshemmender Wirkstoffe wie Sirolimus und Paclitaxel zu 

hemmen. Da bei diesem Verfahren jedoch auch die HCAECs stark in ihrer Proliferation 

eingeschränkt werden, kommt es in der Folge zu einer stark verzögerten 

Reendothelialisierung des Stents, wodurch sich die Gefahr von Komplikationen 

deutlich erhöht. 

Die übergeordnete Fragestellung dieser Arbeit lautet: Ob diesem Problem über eine 

differenzielle Wirkung proliferationsinhibierender Substanzen auf HCASMCs und 

HCAECs begegnet werden kann? 

Da die Wirksamkeit einer Substanz in der Regel abhängig von der erreichten 

intrazellulären Konzentration ist, bietet der Schritt der zellulären Aufnahme über 

Transportproteine eine interessante und elegante Möglichkeit, eine differenzielle 

Wirkung von Arzneimitteln zu vermitteln. Da HCASMCs und HCAECs in einem Gefäß 

unterschiedliche Aufgaben zu erfüllen haben, lag die Vermutung nahe, dass sich auch 

die Transporterexpressionsprofile beider Zelltypen unterscheiden, was im 

Umkehrschluss zu einer differenziellen Wirkung transporterabhängiger Wirkstoffe 

führen müsste.  

Die Frage, die sich hieraus ergab, war also, ob sich Transportproteine für eine 

gerichtete, antiproliferative Therapie auf HCASMCS eignen?  

Anknüpfend an das Konzept der differenziellen Aufnahme, sollte weiterführend ein 

adenovirales Drug-Delivery-System mit dem Ziel eines selektiven „Drug-Loadings“ 

spezifizierter Zielzellen, wie HCASMCs, als alternatives Stent-Konzept, entwickelt 

werden. 

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen wurde wie folgt vorgegangen: 

In einem ersten Schritt sollte anhand von mRNA-Expressionsuntersuchungen die 

Frage geklärt werden, welche pharmakologisch relevanten Transporter in beiden 

Zelltypen exprimiert werden und ob sich bei deren Expression zelltypspezifische 

Unterschiede zeigen.  
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Anhand ausgewählter Aufnahme-Transporter sollte in einem nächsten Schritt das 

postulierte Prinzip der differenziellen Wirkung aufgrund differenzieller Aufnahme an 

HCASMCs und HCAECs nachgewiesen werden. Dies sollte unter anderem anhand 

von Wirkstoffen erfolgen, für die bereits eine Aufnahme über diese Transportproteine 

beschrieben wurde. Zur weiterführenden Charakterisierung der differenziellen 

Aufnahme sollten zusätzlich MDCKII-Überexpressionsmodelle der identifizierten 

Transportproteine etabliert werden. 

Darüber hinaus sollte dieser Ansatz genutzt werden, um aus einer Substanzbibliothek 

von Pyrazolopyridin-Derivaten Verbindungen zu selektieren, die ebenfalls eine 

differenzielle Wirkung auf HCAECs und HCASMCs aufweisen um hierüber, im 

Rahmen des REMEDIS-Verbundprojektes, potenzielle neue Wirkstoffe für die 

Anwendung auf DES zu identifizieren.  

Abschließend sollte ein adenovirales Drug-Delivery-System, mit dem Ziel eines 

selektiven „Drug-Loadings“ der HCASMCs, basierend auf einer HCASMC-selektiven 

Transporter-Überexpression, entwickelt werden. Ein solches System würde die 

Möglichkeit bieten, die differenzielle Expression der Transportproteine zu 

beeinflussen. So könnte beispielsweise eine bereits vorhandene differenzielle 

Expression von Transportproteinen zellspezifisch verstärkt werden, wodurch sich die 

differenzielle Wirkung auf beide Zelltypen ebenfalls verstärken würde. Alternativ 

könnte man mit diesem System auch solche Wirkstoffe in eine Zelle bringen, für die 

bisher keine Aufnahme-Transporter in diesem Zelltyp exprimiert werden.   
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2. Material und Methoden 

2.1. Material 
 

2.1.1. Bakterien 
 

Für die Klonierung der DNA-Konstrukte wurden ultrakompetente Epicurian Coli XL-

10 Gold Zellen (Stratagene, Amsterdam, NL) sowie im Labor nach der CaCl2-

Methodehergestellte, kompetente Zellen verwendet. Bei kompetenten bzw. 

ultrakompetenten Zellen handelt es sich um physikalisch und/oder chemisch 

vorbehandelte Bakterienstämme, die in der Lage sind, extrazelluläre Fremd-DNA 

aufzunehmen und diese durch deletierte Rekombinasen und Restriktionssysteme 

stabil in der Zelle zu replizieren. 

 

2.1.2. Zelllinien 
 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende immortalisierte und primäre Zelllinien 

verwendet: 

Zelllinie Bezeichnung Herkunft 

MDCKII Madin-Darby-canine-Kidney-Cells ATCC, Rockville, USA 

HCAEC Human-Coronary-Artery-Endothelial-Cells PromoCell, Deutschland 

HCASMC Human-Coronary-Artery-Smooth-Muscle-
Cells 

PromoCell, Deutschland 

 

2.1.3. Antikörper 
 

Bei der Anfertigung dieser Arbeit wurden folgende Primärantikörper eingesetzt: 

Antikörper Bezeichnung Herkunft 

OCT1 
Organic-Cation-Transporter 1; 
SLC22A1 

Abcam, Cambridge, UK (ab55916)  

OCT2 
Organic-Cation-Transporter 2; 
SLC22A2 

Abcam, Cambridge, UK (ab58182) & 

Sigma-Aldrich, USA (HPA008567) 

OCT3 
Organic-Cation-Transporter 3; 
SLC22A3 

Lifespan Bioscience, Seatle, US 
(c40440) 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-P-DHG Meridian, Saco, US (H86504M) 

Beta Actin Actin (I-19)  Santa Cruz, Heidelberg, D (sc-1616) 
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Als Sekundärantikörper wurden eingesetzt: 

Life Technologies, Darmstadt  Alexa Fluor®488 goat anti-rabbit IgG 

      Alexa Fluor®488 goat anti-mouse IgG 

  

Biorad, München     Goat anti-mouse IgG  

      Goat anti-rabbit IgG   

DAKO, Hamburg    Anti-Maus-IgG-HRP 
      Anti-Kaninchen-IgG-HRP   
 

2.1.4. Oligonucleotide 
 

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon 

(Ebersberg, Deutschland) synthetisiert.  
 

Verwendete Primer: 

hOCT1_for_NotI:  atacgcggccgcCACTGCAGCCCAGAGCAGGT 

hOCT1_rev_BamH1: acacggatccCATCGCCGCAAAACATCTCTC 

SM22_Promotor_KpnI_f: TTggtaccCCCCAAGATCCCTGAAGCCAG 

SM22_Promotor_XhoI_r: TTctcgagGCCTGCCTGAAATGCACCCAC 

 

Verwendete Mutagenese Primer: 

hOCT1_mutagenese_1: ATGCTGAGCCATCATGCCCACCGTGGATGACATTC 

hOCT1_mutagenese_2: CCACCACTGCCAGAGTCCTGGGGTGGCTGAGCTG 

hOCT1_mutagenese_3: GAATGCGGGCTTCTTGTTTGGCTCTCTCGGTGTTG  

hOCT1_mutagenese_4: GGGCCGCATCTACCCCATGGCCATGTCAAATTTG  

hOCT1_mutagenese_5: GGCGGGGGCAGCCTGCCTCGTCATGATTTTTATC 

hOCT2_mutagenese_1: GCCTGCAGGATCATGCCCACCACCGTGGACG 

hOCT2_mutagenese_2: GATGGTTTTCGGCGTGCTTGGCTTGGTTGCTG 

 

 

2.1.5. TaqMan®-Assays (Life Technologies) 
 

Zielgen Bezeichnung Assay-ID 

OCT1 Organic-Cation-Transporter 1; SLC22A1 HS00427554_m1 

OCT2 Organic-Cation-Transporter 2; SLC22A2 HS00161893_m1 

OCT3 Organic-Cation-Transporter 3; SLC22A3 HS00222691_m1 
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Zielgen Bezeichnung Assay-ID 

18S Eukaryotic-18S-rRNA-Endogenous-Control 4319413E 

Beta-Actin Human-ACTB-Endogenous Control 4310881E 

GAPDH Human-GAPDH-Endogenous Control 4310884E 

 

2.1.6. SYBR Green Assays 
 

Zielgen Bezeichnung Primerpaar 

SM22 H.s. transgelin (TAGLN) forward: CACCGGGGTGAGAGGGAGGC 

reverse: GCCATGTCTGGGGAAAGCTCCT 

   

2.1.7. Verwendete Chemikalien 
 

Carl Roth GmbH, Karlsruhe 2-Propanol 

 Acrylamid/Bisarylamid (37,5 : 0,8) 

 Agar 

 Agarose 

 Bromphenolblau 

 β-Mercaptoethanol 

 Dimethylsulfoxid (DMSO) 

 Ethanol 

 Glycerol 

 Natriumdodecylsuflat (SDS) 

 Tetramethylethylendiamin (TEMED) 

 Trishydroxymethylaminomethan (Tris) 

 Trishydrochlorid (Tris-HCl) 

 Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity 

 ROX Reference Dye 

DAKO DAKO® Fluorescent Mounting Medium 

GIBCO Fetales Kälberserum (FCS) 

Invitrogen dNTPs (10mM) 

Merck, Darmstadt Calciumchlorid 

 Dinatriumhydrogenphosphat 

 Natriumdihydrogenphosphat 

PAA, Pasching Bovines Serum Albumin (BSA) 

 DMEM 

 L-Glutamin (200 mM) 

 Nicht Essentielle Aminosäuren (NEAS) 

 PBS 

 Trypsin/EDTA (0,05 % / 0,02 %) 

Roche Casy®ton 
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Sigma- Aldrich Co, Deisenhofen Ampicillin 

 EDTA 

 Kaliumchlorid 

 Kaliumdihydrogenphosphat 

 Kupfer(II)-Sulfat-Lösunge 

 Magnesiumchlorid 

 Natriumchlorid 

 Ponceau S 

 Tween®-20 

 

2.1.8. Verwendete Kits und Enzyme 
 

BCA™ Protein Assay Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 

BrdU-ELISA (chemiluminescent)  Roche Applied Science, Mannheim 

ECL Plus Western Blotting Detection 

Reagents 

Amersham, GE Healthcare UK Limited, 

Buckinghamshire, UK (Biosciences, 

Freiburg) 

Finnzymes Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase 

Invitrogen pEF6/V5-His TOPO TA Expression Kit 

 Platinum® Taq DNA Polymerase High 

Fidelity 

 T4 Ligase 

peqGold RNAPure Peqlab, Erlangen 

Reverse Transkriptase Core Kit EUROGENTEC, San Diego, USA 

Resazurin (Fluorometric Cell Viability Kit I) PromoKine, Heidelberg 

 
 

2.1.9. Radioaktive Substanzen 
 
Hartmann Analytic, Braunschweig  Methyl-4-phenylpyridinium acetate, (MPP+) 

N-[methyl-3H]; ART-0849; 2,96 TBq/mmol 
 

Tetraethylammonium bromide, (TEA) 
[ethyl-1-14C];  ARC-0577; 2,04 TBq/mmol  

 
2.1.10. Puffer, Lösungen und Medien 

Blockierungspuffer (5 %)   BSA    2 % 

      TBST    50 ml  

Inkubationspuffer für Transportversuche  NaCl    140 mM 

pH 7,3      KCl    5 mM 

      KH2PO4   1 mM 

      CaCl2    1,5 mM 

      Glukose   5 mM 

      Hepes    12,5 mM 
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Kulturmedium DMEM    DMEM high glucose  500 ml 

      FCS    10 % (v/v) 

      NEAS    1 % (v/v) 

      L-Glutamin   2 mM 

Laemmli-Puffer (4x)    Tris pH 6,8   0,25 M 

      SDS    8 % (w/v) 

      Glycerol   40 % (v/v) 

      Bromphenolblau  0,05 % (w/v) 

      -Mercaptoethanol  2 % (v/v) 

Lysepuffer pH 7,4    0,2 % SDS   2 g 

      5 mM EDTA   1,46 g 

Sammelgelpuffer    380 mM Tris-HCl  15 g 

      mit NaOH   auf pH 6,8 

      Aqua dest   ad 250 ml 

Stripping-Puffer pH 6,5   495 mM Tris-Base  60 g 

      2% SDS   20 g 

      mit konz. HCl auf pH 6,5 

      Aqua dest.   ad 1 l 

TBE-Puffer     Tris-HCl   90 mM 

      Borsäure   90 mM 

      EDTA     20 mM 

Tankpuffer (10x)    248 mM Tris-Base  60 g 

      1,5 M Glycin   288 g 

      1 % SDS   20 g 
      Aqua dest.   ad 2 l 

Transferpuffer (10x)    Tris-Base   480 mM 
      Glycin    390 mM 
      SDS    12 mM 

Trenngelpuffer 1,5 M pH 8,8   375 mM Tris HCl  59,1 g 
      mit 2 N NaOH   auf pH 8,8 
      Aqua dest   ad 250 ml 

Waschpuffer TBS (10x)   248 mM Tris-Base  30 g 
pH 7,4      1,4 M NaCl   80 g 
      27 mM KCl   2 g 
      konz. HCl   auf pH 7,4 
      Aqua dest.   ad 1 l 

Waschpuffer TBST    10x TBS   100 ml 
      Tween 20   400 µl 
      Aqua dest.   ad 1 l 
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2.1.11. Geräte und Software 
 

7900HT Fast Real-Time PCR System Applied Biosystem, Weiterstadt 

Blotapparatur Whatman Biometra®, Göttingen 

Brutschrank BBD 6220, Heraeus Instruments Hanau 

Chemi-DOC XRS BioRad, München 

Feinwaage Explorer OHAUS Sartorius Research, Göttingen 

Fluoreszenzmikroskop AXIO Observer D1, Zeiss, Jena 

Gel Logic 200 Imaging Systems Kodak 

Heizblock Grant QBT Grant Instruments, Cambridgeshire, 

England 

Kryoröhrchen CRYO.S ™ Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Liquid Scintillation Counter Wallac 1409 LKB-Wallac, Finnland 

Magnetrührgerät MR 3001 Heidolph, Schwabach 

Magnetrührgerät VEB MLW-Prüfgerätewerk 

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate Applied Biosystems, Weiterstadt 

Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena 

Mikrotiterplatten, 96-Well Falcon, Meylon Cedex, Frankreich 

Mikrotiterplattenlesegerät Infinite® M200, Tecan, Crailsheim 

MULTIWELL™ 6, 12 und 24 Well-Platten BD Falcon™, Heidelberg 

Nano Drop™ 1000 Peqlab, Erlangen 

Pipetboy acu  Integra Biosciences 

PCR Cycler GeneAmp® PCR System 9700 Applied Biosystems, Weiterstadt 

pH-Meter pH 526, WTW, Weilheim 

Schüttler (Rocking Platform) Biometra™ 

SDS-Page Elektrophoresekammer Biometra®, Göttingen 

Software Office 2010, Microsoft, Redmont, USA 

Prism®, GraphPad Inc., San Diego, USA 

Sterilwerkbank HERAsafe, Heraeus Instruments, Hanau 

Standard Power Pack P25 Biometra®, Göttungen 

Vakuumpumpe Vaccubrand, Wertheim 

Vortex Reax top, Heidolph, Schwabach 

Waagen Feinwaage, Sartorius, Göttingen 

Waage, Explorer, Ohaus, Schweiz 

Wasserbad GFL, Burgwedel Julabo, Seelbach 

Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm2) BD, Falcon, Heidelberg 

Zellzählgerät Casy® ONE Schärfe System, Reutlingen 

Zentrifugen: Biofuge fresco 

                    Galaxy Mini 

                    Megafuge 1.0 R 

                    Otima™ TL Ultrazentrifuge 

Heraeus Instruments, Hanau 

VRWTM, Hamburg 

Heraeus Instruments, Hanau 

Beckman, Unterschleissheim-Lohhof 
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2.2. Methoden 
 
2.2.1. Molekularbiologische Methoden 
 

2.2.1.1. RNA Isolation 
 

Um den Einfluss verschiedener Substanzen auf mRNA-Ebene zu quantifizieren, wurde 

von entsprechend behandelten Zellen die Gesamt-RNA mithilfe des peqGOLD 

RNAPure (Peqlab, Erlangen) Systems isoliert. Hierfür wurde das Medium aus den zu 

etwa 80 % konfluent bewachsenen Multiwellplatten entfernt und 40 µl/cm² PeqGold 

auf die Zellen gegeben. Die Aufarbeitung der Gesamt-RNA erfolgte entsprechend dem 

Protokoll des Herstellers. Im Anschluss an den letzten Waschschritt wurde das Ethanol 

sorgfältig entfernt und die RNA-Pellets getrocknet. Die getrockneten RNA-Pellets 

wurden in 25 µl RNase-freiem Wasser resuspendiert und die Reinheit und 

Konzentration der RNA fotometrisch mithilfe des NanoDrop™ Systems bestimmt. 

 

2.2.1.2. Nukleinsäure Quantifizierung 

Die Quantifizierung der gewonnenen Nukleinsäuren erfolgte mithilfe des 

NanoDrop™ 1000-Systems der Firma PeqLab, wobei der RNA bzw. DNA-Gehalt 

fotometrisch bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt wurde. Darüber hinaus war 

dieses Gerät in der Lage, neben der Konzentration, auch Aussagen über die Reinheit 

der isolierten Nukleinsäuren zu treffen. Dafür wurde der Quotient aus der Absorption 

bei den Wellenlängen 260 nm und 280 nm sowie von 260 nm und 230 nm bestimmt. 

Der erste Wert gab Auskunft über die Proteinkontamination der Probe und sollte über 

1,8 liegen. Demgegenüber wies der zweite Quotient, bei Werten kleiner 2,0, auf eine 

Kontamination mit EDTA, Kohlenhydraten oder Phenol hin.  

 

2.2.1.3. Agarosegelelektrophorese 

Die Agarosegelelektrophorese ist die klassische Methode zum Nachweis und zur 

Charakterisierung von Nukleinsäuren. Das System beruht auf der, in Abhängigkeit von 

ihrer Größe, unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit der Nukleinsäure im 

elektrischen Feld. Nach dem Erstarren des Agarosegels wurden die DNA-Proben mit 

einem Saccharose-haltigen Ladepuffer versetzt, um ein besseres Einsinken der 

Proben in die Geltaschen zu erreichen. Im Anschluss wurden die Proben zusammen 

mit einem geeigneten Größenstandard (DNA-Fragmente mit definierten Längen, 

wodurch eine Größenabschätzung der Nukleinsäure-Proben möglich wurde) in die 
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Geltaschen geladen und durch Anlegen eines elektrischen Feldes bei 120 V 

Gleichstrom aufgetrennt. Für die Detektion der Nukleinsäurebanden wurden dem Gel 

0,01 % Ethidiumbromid zugesetzt, welches durch Interkalation seine 

Fluoreszenzeigenschaften so verändert, dass es durch UV-Licht von 254 nm bis 

366 nm angeregt werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurden überwiegend 

0,8 %ige und 2 %ige Agarosegele verwendet. 

 

2.2.1.4. Reverse Transkription 

Soll eine RNA mittels PCR amplifiziert werden, so muss diese zunächst in 

komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Für diese 

Reverse Transkription (RT) wurden Random-Hexamer-Primer verwendet, da diese im 

Gegensatz zu anderen Primern auch die reverse Transkription der 18S-rRNA 

erlaubten. Die RT-Reaktionen wurden mit dem MultiScribe™ Reverse-Transcriptase-

Kit (Applied Biosystem, Darmstadt) nach folgendem Protokoll für einen 20 µl Ansatz 

durchgeführt: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für die Synthesereaktion wurde folgendes Temperaturprofil verwendet: 

1. 10 Minuten bei 25 °C für die Anlagerung der Primer 

2. 30 Minuten bei 48 °C für die eigentliche katalytische Aktivität 

3. 5 Minuten bei 95 °C zur Inaktivierung der Polymerase  

 

2.2.1.5. cDNA Quantifizierung mithilfe des TaqMan® Systems  

Bei einer DNA bzw. cDNA Quantifizierung mittels TaqMan® ist es durch die 

Verwendung fluoreszenzmarkierter Sonden möglich, zu jedem Zeitpunkt/Zyklus der 

PCR die aktuelle Amplifikatmenge zu bestimmen, ohne die Reaktion zu stoppen. Dies 

Komponenten für die RT-PCR Volumen 

[µl] 
Endkonzentration 

RT-Buffer 10x 2,5 1 x 

MgCl2 5,5 5,5 mM 

dNTP 5 500 µM 

Hexamer Primer 1,25 2,5 µM 

RNAse Inhibitor 0,5 0,4 U/µl 

Reverse Transkriptase 0,6 1,25 U/µl 

RNA (500 ng) u. H2O 9,2 - 
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ermöglicht im Anschluss Aussagen über die ursprüngliche relative mRNA-Expression 

der Zielgene. Bei den in dieser Arbeit durchgeführten PCR Reaktionen wurde der 

TaqMan® Gene-Expression-Master-Mix der Firma Life Technologies verwendet. Die 

Primer/Sonden-Kombinationen wurden als kommerzielle Assays ebenfalls von Life 

Technologies erworben. Alle TaqMan®-PCR-Ansätze erfolgten nach folgendem 

Pipettierschema: 

   A. dest        8,8 µl 

   PCR-Mastermix        11 µl 

   Primer/Sonden-Mix       1,1 µl 

   Platinum®-Taq   0,077 µl 

   cDNA            1 µl  

Die Angaben beziehen sich auf den Ansatz für eine Doppelbestimmung zu je 10 µl, 

inklusive 10%iger Pipettierreserve und wurden entsprechend der Probenanzahl 

zuzüglich einer No-Template-Control (NTC) angepasst. Die eingesetzte cDNA Menge 

pro Doppelbestimmung betrug stets 5 ng revers transkribierter RNA. 

 

Die Real-Time PCR erfolgte stets nach dem gleichen Temperaturprofil: 

1. 2 Minuten bei 50 °C Vorinkubation 

2. 10 Minuten bei 95 °C für die Aktivierung der Polymerase 

Im Anschluss 35 bis 45 Zyklen: 

3.  15 sec bei 95 °C Denaturierungsphase 

4.  1 Minuten bei 60 °C kombiniertes Annealing und Elongation 

 

2.2.1.6. Transporter-Super-Array 

Der Human-Drug-Transporters-RT²-Profiler™-PCR-Array (QIAGEN) ermöglicht die 

mRNA basierte Expressionsuntersuchung von 84 Transportergenen, die am Transport 

klinisch relevanter Arzneistoffe beteiligt sind. Zu diesen, auf dem Array enthaltenen 

Transportergenen, zählen daher hauptsächlich Vertreter der ABC- und SLC-

Superfamilie, aber auch Kupferpumpen, Aquaporine und spannungsabhängige 

Anionenkanäle. 

Neben den 84 Transportproteinen werden mit dem Array 5 Housekeeping-Gene (B2M, 

HPRT1, RPL13A, GAPDH und ACTB) zur Normalisierung der Array-Daten sowie 

verschiede Kontrollen auf genomische DNA, reverse Transkriptionskontrollen und 

PCR-Positivkontrollen mitgeführt. 
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Die aus den HCAEC und HCASMC isolierte gesamte RNA (sieh 2.2.1.1) wurde von 

enthaltener genomischer DNA gereinigt. Hierfür wurde 1 µg RNA mit dem im Kit 

enthaltenen Genomic-DNA-Elimination-Mix nach den Vorgaben des Herstellers 

behandelt. Im Anschluss erfolgte das Umschreiben der RNA in cDNA mit dem 

mitgelieferten RT2 First-Strand-Kit gemäß dem Protokoll des Herstellers. Abschließend 

wurde die synthetisierte cDNA mit RNase-freiem Wasser auf ein Volumen von 1350 µl 

aufgefüllt und mit dem gleichen Volumen 2x RT2 SYBR-Green-Mastermix vermischt. 

Von diesem Ansatz wurden 25 µl in jedes Well des Arrays, zu den bereits enthaltenen 

Primermixen, pipettiert. 

Die anschließende Real-Time-PCR erfolgte entsprechend dem folgenden 

Temperaturprofil: 

1. 10 Minuten bei 95 °C für die Aktivierung der Polymerase 

Im Anschluss 45 Zyklen: 

2.  15 sec bei 95 °C Denaturierungsphase 

3.  1 Minuten bei 60 °C kombiniertes Annealing und Elongation 

 

Die Auswertung der Daten erfolgte über die Analysesoftware des Herstellers nach der 

∆∆CT-Methode. 

 

2.2.1.7. Klonierung von SLC22A1 und SLC22A2  

Ein Ziel dieser Arbeit war die Etablierung stabiler, OCT1- und OCT2-

überexprimiereden MDCKII Zelllinien. Die kodierenden Sequenzen des SLC22A1 und 

SLC22A2 wurden aus bereits vorhandenen pcDNA3.1 Konstrukten mittels PCR isoliert 

und in den pEF6/HIS-TOPO Vektor (Life Technologies, Darmstadt) kloniert. Die 

Amplifikation von SLC22A1 und SLC22A2 erfolgte über eine konventionelle PCR unter 

Verwendung der unter 2.1.4 aufgeführten Oligonukleotidprimer. Die PCR-Reaktion 

wurde mit der Phusion® High-Fidelity-DNA-Polymerase (Finnzymes) nach Ansatz in 

Tabelle 2.5 durchgeführt. 

Das synthetisierte PCR-Produkt wurde abschließend mittels Gelelektrophorese 

aufgetrennt und mithilfe des Gelextraktionskit Nucleospin® Extrakt II (Macherey-Nagel, 

Düren) entsprechend der Herstellerangaben aufgereinigt. Für die Integration der 

Amplifikate in den Expressionsvektor wurde das PCR-Produkt zunächst am 3`-Ende 

mit einem Adenosin-Überhang versehen, da dieser für die folgende Topoisomerase 

abhängige Ligation in den pEF6-Vektor essenziell war. 
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Tabelle 2.5: Zusammensetzung des PCR Ansatzes (50µl). 

 

 

 

 

Folgendes Temperaturprofil wurde für die PCR verwendet: 

1. 98 °C für 30 s  initiale Denaturierung 

2. 98 °C für 10 s Denaturierung 

3. 57 °C für 20 s  Annealing    30 Zyklen 

4. 72 °C für 60 s  Extension 

5. 72 °C für 10 min. finale Extension  

 

Die Klonierung des A‘-Überhanges erfolgte entsprechend der Vorgaben des 

Herstellers nach folgendem Pipettierschema und wurde im Anschluss für 20 Minuten 

bei 72 °C inkubiert:  

Tabelle 2.6: Pipettierschema für die Klonierung des A-Überhangs 

Komponente Volumen [µl] 

aufgereinigter PCR Ansatz 20 

10x PCR Puffer mit Magnesium 2,5 

dATPs 1 

Platinum® Taq 0,5 

 

Die anschließende Ligation des PCR-Produktes in den Vektor erfolgte entsprechend 

der Vorgaben des Herstellers nach folgendem Pipettierschema: 

Tabelle 2.7: Pipettierschema der Ligation 

Komponente Volumen [µl] 

A‘-Überhang Ansatz 3 

Salzlösung 1 

H2O 1 

pEF6/V5-His-Topo Vektor 1 

 

Der Ansatz wurde für 25 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss in 

ultra-kompetente E. coli Zellen nach folgendem Protokoll transformiert: 

Komponenten für die PCR Volumen in [µl] Endkonzentration 

5x Phusion® HF Buffer* 10 1 x 

10 mM dNTPs 1 je 200 µM 

Forward-Primer (5µM) 5 500 nM 

Reverse-Primer (5µM) 5 500 nM 

Template DNA (50ng/µl) 2 100 ng 

DMSO 1,5 3 % 

H2O 25  

Phusion®DNA Polymerase 0,5 0,02 U/µl 
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- 50 µl ultra-kompetente Zellen (Agilent) wurden auf Eis aufgetaut 

- nach Zugabe von 3 µl Ligationsansatz folgte eine 20-minütige Inkubation auf Eis  

- im Anschluss wurde der Ansatz für 60 s bei 42°C inkubiert 

- nach einer weiteren 2-minütigen Inkubation auf Eis wurden 350 µl LB-Medium 

zugegeben und der gesamte Ansatz für 1 Stunde bei 37 °C inkubiert 

 

Abschließend wurden 50, 100 und 250 µl des Transformationsansatzes auf LB-

Agarplatten ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Für die Selektion positiver 

Klone wurde den Platten Ampicillin in einer Endkonzentration von 50 µg/ml zugesetzt. 

Von den gewachsenen Klonen wurden 12 Kolonien ausgewählt und in 3 ml 

LB-Schüttelkulturen bei 37 °C für eine Plasmidisolation angezogen. Die Isolation 

erfolgte mit dem NucleoSpin® Plasmidkit (Macherey-Nagel) nach den Vorgaben des 

Herstellers. Die abschließende Elution der DNA von der Säulenmatrix erfolgte mit 50 µl 

H2O. Zum Abschluss der Isolation wurde die Konzentration und Reinheit der isolierten 

Plasmid-DNA mittels NanoDrop™ bestimmt. 

Für die Identifizierung von Bakterienklonen mit einer erfolgreichen Integration der 

Transporter-cDNA, wurden die Plasmide mit den Restriktionsendonukleasen BamH1 

und Not1 verdaut. Diese Restriktionsenzyme schneiden jeweils direkt vor bzw. hinter 

dem integrierten Transportergen, sodass der Verdau eines positiven Klons ein 1752 bp 

DNA-Fragment hervorbringen sollte. Plasmide ohne integriertes Transportergen 

sollten dagegen nur ein 44 bp DNA Fragment aufweisen. Die Auswertung der 60-

minütigen Restriktionsspaltungen erfolgte durch Auftrennung in einem 0,8 %igen 

Agarosegel unter Mitführung eines geeigneten Größenstandards. 

 

Tabelle 2.9: Pipettierschema der Restriktionsspaltung (20 µl Ansatz) 

Komponente Endkonzentration/Volumen 

Restriktionspuffer 2 µl 

BSA 0,1 µg/µl 

Restriktionsenzym(e) 0,2 µl 

Plasmid-DNA ca. 500 ng 

H2O ad 20 µl 

Um die korrekte Amplifikation und weitere Prozessierung der klonierten cDNA zu 

überprüfen, wurde das Plasmid vor der weiteren Verwendung sequenziert und mit den 

Referenzsequenzen NM_003057 für SLC22A1 und NM_003058.3 für SLC22A2 

verglichen. Die Sequenzierung wurde von der Firma Eurofins MWG/Operon 
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(Ebersberg) durchgeführt. Hierfür wurden 1,5 µg Plasmid-DNA in einem 

Gesamtvolumen von 15 µl eingeschickt. Als Sequenzierprimer dienten die dort 

vorrätigen T7-(forward) und pCR3.1-BGHrev- (reverse) Primer. Dabei handelt es sich 

um Standardprimer für den verwendeten Vektor, die zu beiden Seiten der Multiple-

Cloning-Site binden. Die ermittelten Sequenzen konnten im Anschluss online 

abgerufen und überprüft werden. Da hierdurch Abweichungen von den 

Referenzsequenzen nachgewiesen werden konnten, wurde eine Site-directed-

Mutagenesis mit dem Quick-Change-Kit der Firma Stratagene durchgeführt. Die dafür 

verwendeten Mutageneseprimer sind unter Abschnitt 2.1.4 aufgeführt. Mit diesem 

Verfahren konnten alle Abweichungen von den Referenzsequenzen aufgehoben 

werden. 

 

 

2.2.2. Zellbiologische Methoden 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit der Zelllinie MDCKII (Madin-Darby-Canine-Kidney) 

gearbeitet. Bei diesen Zellen handelt es sich um eine Hundenierenzelllinie aus dem 

Bereich des proximalen Tubulus mit epithelialen Eigenschaften, die unter 

Kulturbedingungen einen dichten, einschichtigen Zellrasen bilden und sich daher zum 

Studium transepithelialer Transportprozesse eignet (Irvine et al., 1999). 

Darüber hinaus wurden primäre Human-Coronary-Artery-Endothelial-Cells = HCAECs 

(PromoCell) und Human-Coronary-Artery-Smooth-Muscle-Cells = HCASMCs 

(PromoCell) käuflich erworben und konnten über einen Zeitraum von 7 Passagen für 

Versuche verwendet.  

 

2.2.2.1. Kultivierung der Zellen 

Die Kultivierung der MDCK II Zellen erfolgte in 75 cm2-Zellkulturflaschen mit 20 ml 

Medium im Brutschrank bei 37 °C und unter einer wasserdampfgesättigten 5 %igen 

CO2 Atmosphäre. Als Medium wurde DMEM mit 10 % FCS und 10 mM L-Glutamin 

verwendet.  

Zum Passagieren wurden die konfluent gewachsenen Zellen zwei Mal mit 10 ml PBS 

gewaschen und im Anschluss für etwa 5 Minuten im Brutschrank mit 3 ml einer 

Trypsin/ EDTA-Lösung (0,05 %/0,02 %) inkubiert. Das Abstoppen der Trypsinreaktion 

erfolgte durch die Zugabe von 7 ml FCS-haltigem Kulturmedium. Von dieser 

Zellsuspension ausgehend wurde, nachdem die Zellen durch mehrmaliges Pipettieren 
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vereinzelt worden waren, 0,5 ml in eine neue Kulturflasche mit 20 ml Medium 

überführt. Bis zur erneuten Konfluenz dauerte es bei den MDCKII-Zellen unter diesen 

Bedingungen etwa 5 bis 7 Tage. Verbrauchtes Medium wurde einmal pro Woche durch 

frisches Medium ersetzt. 

Die Kultivierung der HCAECs und HCASMCs erfolgte in 75 cm2-Zellkulturflaschen mit 

20 ml Medium im Brutschrank bei 37 °C und unter einer wasserdampfgesättigten 

5 %igen CO2 Atmosphäre. Als Medium wurde Endothelial-Cell-Growth-Medium-MV 

(PromoCell) für die HCAECs und Smooth-Muscle-Cell-Growth-Medium 2 (PromoCell) 

für die HCASMCs verwendet. Das Passagieren der konfluenten Zellen erfolgte nach 

den Vorgaben des Herstellers unter Verwendung eines Detach-Kits (PromoCell). Die 

abgelösten Zellen konnten auf bis zu vier neue 75 cm2-Zellkulturflaschen aufgeteilt 

werden. Bis zur erneuten Konfluenz dauerte es bei beiden Zelltypen unter diesen 

Bedingungen etwa 5 bis 7 Tage. Verbrauchtes Medium wurde alle 3 Tage durch 

frisches Medium ersetzt. 

 

2.2.2.2. Kryokonservierung der Zellen 

Die zu konservierenden Zellen wurden trypsiniert und die absolute Zellzahl bestimmt. 

Im Anschluss wurden die Zellen für 5 Minuten bei 120 g sedimentiert und abschließend 

in Einfriermedium (90 % FCS, 10 % DMSO) auf eine Zellkonzentration von 1 Mio. 

Zellen je ml resuspendiert. Je 1 ml der Zellsuspension wurde als Aliquot in Cryo-Tubes 

abgefüllt und im Anschluss in einer mit Isopropanol gefüllten Einfrierbox mit einer 

Geschwindigkeit von etwa 1 °C/min auf -80 °C heruntergekühlt, bevor sie zur 

endgültigen Lagerung in flüssigen Stickstoff überführt wurden.  

Um die kryokonservierten Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden diese in einem 

auf 37 °C temperierten Ethanolbad aufgetaut und anschließend in eine 75 cm2 

Zellkulturflasche mit 20 ml Medium überführt. Um das verbliebene zytotoxisch 

wirkende DMSO zu entfernen, erfolgte nach Adhärenz der Zellen ein Mediumwechsel.  

 

2.2.2.3. Transfektion der MDCKII-Zellen 

Für die Transfektion der MDCKII-Zellen mit den OCT1 und OCT2 Expressionsvektoren 

wurden diese in 12-Well Zellkulturschalen ausgesät und bis zur 90 %igen Konfluenz 

kultiviert. Für die Transfektion wurden 100 µl serumfreies DMEM-Medium mit 4 µl 

Lipofectamine 2000 (Life Technologies) versetzt und für 5 Minuten bei RT inkubiert. 

Parallel dazu wurden weitere 100 µl serumfreies DMEM-Medium mit 1,6 µg des zu 
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transfizierenden Vektors versetzt. Nach Ablauf einer 5-minütigen Inkubationszeit 

wurden beide Ansätze vereinigt, durchmischt und für weitere 20 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Für die eigentliche Transfektion wurde der Ansatz 

tropfenweise auf die Zellen gegeben. Nach 6 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel, 

um die toxischen Effekte der Transfektionsreagenz zu minimieren.  

Nach weiteren zwei Tagen wurden die transfizierten Zellen mit 0,5 ml Trypsin/EDTA 

trypsiniert und jeweils 10, 25, 50, 100 und 250 µl dieser Zellsuspension mit 

Selektionsmedium (DMEM + 5 µg/ml Blasticidin S) in einer 177 cm2 Zellkulturschale 

ausgesät. Da nur positiv transfizierte Zellen ein Blasticidinresistenzgen (Bestandteil 

des transfizierten pEF6-V5-His/Topo-Vektors) besaßen, konnten auch nur diese im 

Selektionsmedium wachsen. Alle 5 Tage wurde das verbrauchte Medium durch 

frisches Selektionsmedium ersetzt. Nach etwa 12 Tagen hatten sich in den 

Zellkulturschalen mehrere voneinander unabhängige Kolonien gebildet. Die 

Zellkulturschalen wurden mit PBS gewaschen, einzelne Zellklone isoliert und in eine 

24-Well Zellkulturplatte in frischem Selektionsmedium überführt. Nachdem die 

Zellklone eine annähernde Konfluenz erreicht hatten, wurden die Zellen trypsiniert und 

auf zwei Wells expandiert. Ein Well diente der Charakterisierung der Zellklone 

hinsichtlich der Transporterfunktion und die zweite Probe dem Erhalt der Zellklone. 

 

 

2.2.3. Proteinanalytische Methoden 
 

2.2.3.1. Western Blot-Analyse 

Die im 6-Well kultivierten Zellen wurden nach Entfernung des Wachstumsmediums 

und 2-maligen Waschen mit 3 ml PBS, durch die Zugabe von 400 µL RIPA Puffer 

(Sigma), lysiert. Im Anschluss erfolgte die Quantifizierung der Proteinkonzentration 

mittels Bicinchoninsäure Assay (Pierce). Für die Messung wurden 10 µl der 

Proteinlösung in einer 96-Well Mikrotiterplatte mit 200 µl der Färbereagenz, bestehend 

aus einem Teil CuSO4-Lösung (4 %ig) und 50 Teilen einer 1 %igen BCA-Lösung 

versetzt und für 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Bestimmung 

der Absorption bei 562 nm mit dem Microplate-Reader Infinite®M200 (Tecan, 

Crailsheim). Die Konzentration wurde anhand einer mitgeführten 

BSA-Verdünnungsreihe (0, 10, 20, 30, 40 und 50 µg/ml) mittels linearer Regression 

bestimmt.  
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Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte unter denaturierenden 

Bedingungen mittels vertikaler, diskontinuierlicher Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Die Zusammensetzung des Sammel- 

und Trenngels ist der folgenden Tabelle zu entnehmen: 

 

Tabelle 2.12: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel (je 10 ml) 

Komponente 
Volumen für ein 3,5 %iges 

Sammelgel 
Volumen für ein 

10 %iges Trenngel 

Aqua dest. 6,1 ml 4,1 ml 

Acrylamid/Bisacrylamid (30 %ig) 1,3 ml 3,3 ml 

Tris pH 6, 8 (1,5M) 2,5 ml - 

Tris pH 8, 8 (1,5M) - 2,5 ml 

10 % SDS 100 µl 100 µl 

TEMED 7,5 µl 7,5 µl 

10 % APS 75 µl 75 µl 

 

Zur Probenvorbereitung wurden jeweils 25 µg Protein mit RIPA Puffer auf 15 µl 

Probenvolumen aufgefüllt und mit 5 µl 4-fach Lämmli-Puffer versetzt. Die 

Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Gleichspannung von 180 V in TANK-

Puffer, bis die Lauffront des Ladepuffers das Gel verlassen hatte. Bei jedem Lauf 

wurde Prestained-Molecular-Weight-Marker (Sigma, München) als Größenstandard 

mitgeführt.  

Im Anschluss erfolgte der Transfer der Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf eine 

Protran® Nitrozellulose Membran (Whatman®) mit dem Trans-Blot-Cell-System 

(Biorad), für 1,5 Stunde bei 370 mA. Zur Beurteilung der Effizienz des Transfers 

wurden die Proteine auf der Membran mit 0,2 %iger Ponceau S Lösung unspezifisch 

angefärbt. Durch die in der Färbelösung enthaltene Trichloressigsäure wurden die 

Proteine auf der Membran zusätzlich fixiert. Der Farbstoff konnte durch wiederholtes 

Spülen der Membran mit A. dest. vollständig entfernt werden.  

Im nächsten Schritt wurden die freien, unspezifischen Proteinbindungsstellen auf der 

Membran blockiert, indem der Blot über Nacht bei 4 °C mit einer Blockierlösung aus 

TBST mit 5 % BSA inkubiert wurde. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem 

primären, gegen das Zielprotein gerichteten Antikörper. Der jeweilige Antikörper (siehe 

Abschnitt 2.1.3) wurde 1:200 in TBST + 2 % BSA verdünnt und über Nacht bei 4 °C 

unter leichtem Schwenken inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Antikörperlösung 

entfernt und die Membran 4-mal für 5 Minuten mit TBST gewaschen. Abschließend 

erfolgte eine zweistündige Inkubation mit den entsprechenden in TBST verdünnten 
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Sekundärantikörpern (1:2000, siehe Abschnitt 2.1.3). Für die Detektion der 

gebundenen Antikörper wurde ECL Plus Western-Blotting-Reagenz (Amersham 

Bioscience) verwendet. Das resultierende Chemilumineszenz-Signal wurde mithilfe 

des ChemiDoc™ XRS Systems (Biorad) aufgenommen und ausgewertet.  

  

2.2.3.2. Immunfluoreszenzmikroskopie 

Zur weiteren Charakterisierung der OCT1 und OCT2 überexprimierenden Zellen 

wurde die Proteinexpression und Proteinlokalisation mittels Immunfluoreszenz 

untersucht. Nach der Fixierung, der im 12-Well auf Deckgläsern gewachsenen Zellen, 

mit einem Gemisch aus Ethanol (95 %) und Eisessig (5 %), wurden diese mit PBS 

gewaschen und im Anschluss für 10 Minuten bei RT mit 0,4 %igen Tween-20 

permeabilisiert. Nach dem erneuten Waschen mit PBS wurden die Zellen zur Blockade 

unspezifischer Proteinbindungsstellen für 1 Stunde mit PBS + 5 % BSA blockiert. 

Daran folgte eine 2-stündige Inkubation mit dem in PBS 1:200 verdünntem 

Primärantikörper (siehe 2.1.3). Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS wurden die 

Deckgläser für 1 Stunde mit Alexa Fluor 488 gekoppelten Sekundärantikörpern (1:200) 

inkubiert. Abschließend erfolgte die Färbung der Zellkerne durch eine 10-minütige 

Inkubation mit PBS + 0,2 µg/ml DAPI und die Einbettung mit DAKO Fluorescent-

Mounting-Medium (Dako Deutschland GmbH). Zum Nachweis der 

Immunfluoreszenzfärbung wurde das Fluoreszenzmikroskop AXIO Observer D1 

(Zeiss) und eine 200- bis 630-fache Vergrößerung verwendet. 

 

2.2.3.3. Transportuntersuchungen 

Für die Funktionsuntersuchungen der OCT1, OCT2 und OCT3 überexprimierenden 

MDCKII-Zellen wurden diese in 24-Well Zellkulturschalen ausgesät und bis zur 

Konfluenz kultiviert. 

Nach dem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit dem tritiummarkierten OCT-

Standardsubstrat MPP+ (0,25 µCi/ml und 1 µM nicht markiertem MPP+) und der zu 

untersuchenden Substanz mit Inkubationspuffer bei 37 °C inkubiert. Nach Ende der 

3-minütigen Inkubationszeit (bei OCT3 betrug die Inkubationszeit lediglich 1 Minute) 

wurden die Zellen 3-mal mit eiskaltem PBS gewaschen und anschließend mit 250 µl 

Lysepuffer (0,2 % SDS, 5 mM EDTA) lysiert. Vom Lysat wurden 150 µl in 2 ml 

Szintillationsflüssigkeit gegeben, gemischt und anschließend im Szintillationszähler 

(Type 1409 LSC, Wallac, Turku, Finnland) die Zerfälle pro Minute (dpm) bestimmt. 
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Darüber hinaus wurde die Proteinkonzentration im Lysat mittels Bicinchoninsäure 

Assay (Pierce) bestimmt und für die Normalisierung der DPM-Werte auf die 

ursprüngliche Proteinmenge verwendet.  

 

2.2.3.4. Bestimmung der Vitalität (Resazurin) und Proliferation (BrdU-ELISA) 

Die Bestimmung der Zellproliferation beruhte auf dem quantitativen Nachweis des in 

die neu synthetisierte DNA eingebauten Bromdesoxyuridins (BrdU), im Zuge der 

Zellteilung, mittels Cell-Proliferation-ELISA (Roche). Da die Proliferation, also die 

Vermehrung der Zellen nur von vitalen Zellen durchgeführt werden kann, ist die 

Bestimmung dieses Wertes abhängig von der Zellvitalität (siehe Reszurin-Assay). 

Sterben die Zellen also aufgrund einer starken zytotoxischen Wirkung, ist auch eine 

vernünftige Bestimmung der Proliferation nicht mehr möglich. Umgekehrt muss jedoch 

eine vollständige Proliferationshemmung, beispielsweise durch Zellzyklusinhibitoren, 

keinen unmittelbaren Einfluss auf die Zellvitalität besitzen.  

Für die in dieser Arbeit durchgeführten Versuche wurden die Zellen 16 Stunden vor 

der Durchführung der Resazurin- und BrdU-Assays mit BrdU-labeling-Solution 

(Roche) behandelt. 

Die Messung der Zellvitalität bzw. Zytotoxizität erfolgte mit dem auf Resazurin 

basierenden Fluorometric-Cell-Viability-Kit I (PromoKine). Dieser zellpermeable, nicht 

toxische und zunächst nicht fluoreszierende Wirkstoff, wird im Cytosol durch 

vorhandenes NADH irreversibel zu Resorufin, einer rosafarbenen fluoreszierenden 

Verbindung, reduziert. Die Verfügbarkeit von NADH wird bei diesem Assay als Maß 

für die Vitalität der Zellen herangezogen. Das entstandene Resorufin konnte im 

Anschluss mit einem Multimode-Microplate-Reader (Infinite® M200, Tecan) bei einer 

Extinktionswellenlänge zwischen 530 nm und 560 nm und einem Emissionsmaximum 

von 590 nm quantifiziert werden. Für die Durchführung des Resazurin-Assays wurde 

das Wachstumsmedium der Zellen zu 10 % mit der Resazurinlösung versetzt und der 

entstandene Resorufingehalt nach 2 bis 4 Stunden Inkubation im Brutschrank bei 

37 °C bestimmt, wenn ein deutlicher Farbumschlag von Blau nach Rot stattgefunden 

hatte.  

Für die Quantifizierung des eingebauten BrdUs wurde die Resazurinlösung entfernt 

und die Zellen mit PBS gewaschen. Die nachfolgende Durchführung des BrdU-ELISA 

erfolgte gemäß Protokoll des Herstellers. Das emittierte Chemilumineszenzsignal 



Material und Methoden  35 

 

wurde mithilfe eines Multimode-Microplate-Readers (Infinite® M200, Tecan) 

quantifiziert und ausgewertet.  

 

2.2.3.5. Konstruktion der Adenoviren  

Die Konstruktion der Adenoviren für die Überexpression der Aufnahmetransporter 

erfolgte mithilfe des Gateway®-Cloning-Systems (Life Technologies) nach den 

Vorgaben des Herstellers. Für die Erzeugung der Entry-Clone wurden der pENTR1A™ 

Dual-Selection-Vector verwendet, in welche die Gene der Transportproteine OCT1 

und OCT2 sowie der aus genomischer DNA mittels PCR amplifizierte SM22-Promotor 

(Primer siehe 2.1.4) kloniert wurden. Über eine attL1 und attL2 vermittelte spezifische 

Rekombination erfolgte die Integration des Transporterkonstruktes in die Gateway®-

Destination-Vektoren pAd/PL-DEST™ und pAd/CMV-DEST™. Diese Plasmide 

enthielten zudem die Informationen für die Bildung eines Typ5 Adenoviruses, sodass 

mit diesen Vektoren im Anschluss HEK293A Zellen transfiziert wurden, welche 

daraufhin die Viruspartikel für die Transduktion der Transporterkonstrukte bildeten. 

 

2.2.3.6. Statistik und Berechnungen 

 

Die mathematischen Berechnungen wurden mit den Programmen Excel (Microsoft®) 

und GraphPad Prism® (GraphPad, San Diego, USA) durchgeführt. Dazu gehören die 

Berechnung von Mittelwert und Standardabweichung (SD), die Signifikanzanalysen 

mit dem t-Test nach Student bzw. One-Way ANOVA und weiteren nicht-

parametrischen Testverfahren wie Mann-Withney und Kruskal-Walis, wobei jeweils 

eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als statistisch signifikant angenommen 

wurde. Die Bestimmung der halbmaximalen Hemmkonzentration (IC50-Wert) erfolgte 

anhand einer nichtlinearen Regression, der folgende Gleichung zugrunde lag: 

Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10^((LogIC50-X)*HillSlope)). Die Regression der 

Konzentrations-Zeit-Kurven erfolgte nach der Gleichung Y=Bmax*X/(Kd+X) + NS*X + 

Background. Die kinetischen Parameter (Km- und Vmax-Wert) wurden nach der Formel 

Y=Vmax*X/(Km+X) ebenfalls über nichtlineare Regression ermittelt. 
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3. Ergebnisse 

3.1. Transporterexpressionsprofile von HCASMCs und HCAECs 
 

Um einen Überblick über das Expressionsprofil humaner Transporter in HCAECs und 

HCASMCs zu erhalten und somit Ansatzpunkte für eine Transporter-basierte selektive 

Beeinflussung intrazellulärer Wirkstoffkonzentrationen zu identifizieren, wurde ein 

Transporter-PCR-Array (RT²-Profiler™-PCR-Array, SABiosciences/QIAGEN, Hilden) 

durchgeführt. Dieser PCR-Array bildet die mRNA-Expression von 84 

Transportproteinen ab, für die laut Hersteller bereits eine pharmakologische Relevanz 

beschrieben wurde. Die Bandbreite der Transporter umfasste verschiedenste ABC- 

und SLC-Transportproteine, aber auch Kupfertransporter, Aquaporine und 

spannungsabhängige Ionenkanäle. Die Ergebnisse dieser Expressionsuntersuchung 

sind in Abbildung 3.1.1 dargestellt.  

Bei diesen Versuchen konnten zum Teil deutliche Expressionsunterschiede zwischen 

den einzelnen Transporterfamilien in beiden Zelltypen beobachtet werden. Für das in 

dieser Arbeit verfolgte Konzept waren jedoch hauptsächlich Aufnahmetransporter 

interessant, die im Vergleich zu HCAECs eine erhöhte Expression in HCASMCs 

aufweisen. Hierbei konnten in der Superfamilie der Solute Carrier mit den OATs, OCTs 

und OATPs interessante Zielstrukturen identifiziert werden. Vor allem OAT1 und OAT2 

zeigten eine um den Faktor 10 höhere, muskelspezifische Expression. Für OAT3 und 

OAT4 war eine Expression in den HCAECs nicht nachweisbar. Generell war das OAT-

Expressonsniveau im Vergleich zu den OCTs in den HCASMCs deutlich geringer 

ausgeprägt. Ähnliches galt für die OATPs 1A2 (35-fach erhöhte Expression), 1B1 und 

1B3, welche zwar ebenfalls stark muskelspezifisch exprimiert waren, jedoch genau, 

wie die OATs ein zum Teil sehr geringes Expressionslevel zeigten. Die Expression der 

OCTs, allem voran vom OCT3, war hingegen deutlich höher. So entsprach die OCT3-

Expression in den HCASMCs etwa dem 650-fachen der OAT1 bis OAT3-Expression 

in den HCASMCs. Die Expressionsunterschiede zwischen den HCASMCs und den 

HCAECS waren für die OCTs (OCT1: 5-fach, OCT2: 80-fach und OCT3: 27-fach) 

jedoch nicht so ausgeprägt wie bei den anderen Gruppen. Für die Superfamilie der 

ABC-Transporter wurde vor allem in der ABCC-Familie eine relativ einheitliche 

Expression beobachtet. Ausnahmen hiervon bildeten lediglich die Transporter 

ABCC11 und ABCC12, die ausschließlich in den HCASMCs exprimiert wurden.  
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Diese und die weiteren Transporter, wie Aquaporine, Kupfer-Transporter und 

spannungsabhängige Ionenkanäle erschienen in diesem Zusammenhang jedoch nicht 

relevant.   

 

Abbildung 3.1.1: Expression der 84 auf dem Array abgebildeten Transportergene in HCAECs 
und HCASMCs. Dargestellt ist die jeweilige mRNA-Expression nach der 2-∆Ct-Methode, 
normalisiert auf die gemittelte Expression der Housekeeping Gene B2M, HPRT1, RPL13A, 
GAPDH und ACTB.  
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Da eine Vielzahl pharmakologisch relevanter Wirkstoffe, wie zum Beispiel das auf DES 

eingesetzte Paclitaxel, kationische Eigenschaften besitzen, wurden die OCTs (OCT1, 

OCT2 und OCT3) für die anschließenden Untersuchungen ausgewählt.  

Im weiteren Verlauf konnten die mittels Array erhobenen Daten für die OCT-

Transporter an weiteren HCASMC und HCAEC Präparationen mithilfe von 

Einzelgenanalysen bestätigt werden (siehe Abb. 3.1.2).    

 

Abbildung 3.1.2: Relative mRNA-Expression der OCTs in HCASMCs und HCAECs nach der 
2-ΔΔCt-Methode, normalisiert auf die jeweilige 18S-RNA-Expression (MW + SD; n = 3, Mann-
Whitney-U-Test, „*“ p < 0,05, „**“ p < 0,005).  

Für OCT1 (SLC22A1) konnte eine im Vergleich zu den HCAECs 3-fach erhöhte 

mRNA-Expression in den HCASMCs nachgewiesen werden. Für OCT2 (SLC22A2) 

wurde eine 544-fach und für OCT3 (SLC22A3) eine 13-fach erhöhte mRNA-

Expression festgestellt.  
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Abbildung 3.1.3: Western-Blot der Transportproteine OCT1, OCT2 und OCT3 in 
HCAECs und HCASMCs zweier unterschiedlichen Spendern. 
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Diese differenzielle Expression der OCTs in beiden Zelllinien konnte auf Proteinebene 

mittels Western-Blot (siehe Abb. 3.1.3) und Immunfluoreszenz (siehe Abb. 3.1.4) 

nachvollzogen werden.  

 

Abbildung 3.1.4: Immunfluoreszenznachweis von OCT1, OCT2 und OCT3 in HCAECs und 
HCASMCs (grün) bei 400-facher Vergrößerung. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt 
(blau). Die Inserts zeigen jeweils die Kontrolle ohne Primärantikörper.  

Während somit eine differenzielle OCT-Expression in den beiden Zelltypen gezeigt 

werden konnte, sollte nun gezeigt werden, dass die Grundhypothese einer 

Transporter-abhängigen differenziellen zellulären Aufnahme ebenfalls zutrifft. Hierzu 

wurde die Aufnahme radioaktiv-markierter kationischer Modellsubstrate wie MPP+ und 

TEA in beide Zelltypen verglichen (siehe Abb. 3.1.5). 

 

Abbildung 3.1.5: Aufnahme der Modellsubstrate MPP+ (9,25 kBq/ml, 1 µM Endkonzentration) 
und TEA (3,7 kBq/ml, 10 µM Endkonzentration) in HCASMCs und HCAECs. Die 
Inkubationszeit betrug 15 Minuten (MW + SD; n = 4, Mann-Whitney-U-Test, „***“ p < 0,001).  
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Die Messung der intrazellulären MPP+-Akkumulation nach 15-minütiger Inkubation 

ergab in HCASMCs eine 5,9-fach erhöhte Akkumulation von MPP+ im Vergleich zu 

den HCAECs. In gleicher Weise wurde die zelluläre Aufnahme von TEA verglichen, 

wobei jedoch bei einer um 14 % verringerte Aufnahme in HCAECs kein signifikanter 

Unterschied nachgewiesen werden konnte.  

Zur weiteren Charakterisierung der Aktivität endogener Kationentransporter wurde die 

Zeit- und Konzentrationsabhängigkeit der MPP+-Aufnahme in beiden Zelltypen 

ermittelt (siehe Abb. 3.1.6).   

 

Abbildung 3.1.6: Zeit- und Konzentrationsabhängigkeit der Aufnahme von MPP+ 
(9,25 kBq/ml, 1 µM Endkonzentration bei Zeitabhängigkeit) in HCAECs und HCASMCs 
(MW ± SD; n = 3). Die Inkubationszeit zur Bestimmung der konzentrationsabhängigen 
Aufnahme betrug 10 Minuten.  
  

Hierbei zeigte sich über einen Zeitraum von 30 Minuten eine deutlich höhere MPP+-

Aufnahme in die HCASMCs. Mit Blick auf die kinetischen Parameter konnte für die 

HCASMCs ein Km-Wert von 57,4 µM und eine Vmax von 0,86 pmol/min/mg bestimmt 

werden, während eine Bestimmung in den HCAECs aufgrund des weitgehend linearen 

Kurvenverlaufs der Regressionsfunktion nicht möglich war.  

Neben den kinetischen Parametern der MPP+-Aufnahme wurde auch der Einfluss des 

bekannten OCT-Inhibitors Verapamil (Dresser et al., 2001; Koepsell, 2004) auf die 

MPP+-Aufnahme untersucht (siehe Abb. 3.1.7). Dabei zeigte sich bei den HCASMCs 

der typische sigmoidale Verlauf einer konzentrationsabhängigen Hemmung, aus der 

eine IC50-Konzentration von 0,82 µM errechnet werden konnte. Demgegenüber wurde 

eine Hemmung der MPP+-Aufnahme in die HCAECs nur mit deutlich höheren 

Verapamilkonzentrationen erreicht. Für die HCAECs konnte eine IC50-Konzentration 

von 103 µM ermittelt werden.  
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Abbildung 3.1.7: Inhibition der Aufnahme von MPP+ (9,25 kBq/ml, 1 µM Endkonzentration) in 
HCASMCs und HCAECs durch den bekannten OCT-Inhibitor Verapamil nach 10-minütiger 
Inkubation (MW ± SD, n = 3). 

 

 

3.2. Klonierung und Validierung der MDCKII-Überexpressions-
modelle 
 

Im weiteren Verlauf sollten die einzelnen Vertreter der OCT-Familie charakterisiert 

werden. Ziel dieser funktionellen Untersuchungen war es, die zytostatische Wirkung 

bekannter OCT-Substrate in Abhängigkeit von der OCT-Expression zu untersuchen. 

Hierfür wurden MDCKII-basierte Überexpressionssysteme für OCT1 (SLC22A1) und 

OCT2 (SLC22A2) etabliert und validiert. Für OCT3 (SLC22A3) stand bereits ein 

MDCKII-Überexpressionsmodell zur Verfügung, welches erneut charakterisiert wurde. 

In einem ersten Schritt wurden die codierenden OCT1- und OCT2-Sequenzen in den 

eukaryotischen Expressionsvektor pEF6-V5/His kloniert.  

 

Abbildung 3.2.1: Links: 1744 Bp großes PCR-Produkt der SLC22A1-cDNA (M=1 kBp 
Marker). Rechts: Restriktionskontrollverdau der klonierten pEF6-OCT1 Plasmide mit den 
Restriktionsenzymen NotI und BamHI. 
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Die proteincodierende Region der OCTs wurde mittels PCR amplifiziert (siehe 

Abb. 3.2.1) und über ein TOPO® TA-Cloning in den Vektor pEF6-V5/HIS integriert. Die 

erfolgreiche Klonierung wurde mittels Restriktionsspaltung unter Verwendung der 

Restriktionsenzyme NotI und BamHI überprüft (siehe Abb. 3.2.1). Wie exemplarisch 

am OCT1 gezeigt, konnte in den untersuchten Präparationen die erwartete Insert-

Größe von 1744 Bp nachgewiesen werden. 

Für OCT1 und OCT2 wurde jeweils ein Klon für weiterführende Experimente 

ausgewählt und die klonierte Sequenz vollständig sequenziert. Bei einem Vergleich 

der erhaltenen Sequenzen mit den jeweiligen Referenzsequenzen NM_003057 für 

SLC22A1 und NM_003058.3 für SLC22A2 zeigten sich bei OCT1 insgesamt 

5 Sequenzabweichungen, von denen 2 in einem Aminosäureaustausch resultierten. 

Beim OCT2 wurden 2 Abweichungen von der Referenzsequenz festgestellt 

(Ergebnisse der Sequenzierung im Anhang auf Seite 98). Alle Abweichungen wurden 

in der Folge mittels in vitro Mutagenese der Referenzsequenz angepasst, was durch 

eine erneute Sequenzierung verifiziert wurde.  

Mit diesen Plasmiden wurden anschließend MDCKII-Zellen transfiziert und diese in 

Gegenwart des Selektionsantibiotikums Blasticidin S (5 µg/ml) kultiviert. Dabei 

konnten für OCT1 35 und für OCT2 insgesamt 27 einzelne Zellklone isoliert werden. 

Diese Zellklone wurden in einem Vorversuch hinsichtlich ihrer Transportaktivität mit 

dem OCT-Modellsubstrat MPP+ selektiert.  

 

Abbildung 3.2.2: Aufnahme der OCT-Modellsubstrate MPP+ (9,25 kBq/ml, 1 µM 
Endkonzentration) und TEA (3,7 kBq/ml, 10 µM Endkonzentration) in den OCT1 und OCT2 
Klon mit der höchsten Transportaktivität. Die Inkubationszeit betrug 5 Minuten (MW + SD, n = 
3, Kruskal-Wallis-Test, „*“ p < 0,05). 
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Der Klon mit der jeweils höchsten MPP+-Akkumulation wurde anschließend näher 

charakterisiert, wobei die MPP+-Ergebnisse der Vorversuche im direkten Vergleich zu 

Kontrollzellen verifiziert und durch ein zweites OCT-Standardsubstrat, TEA, bestätigt, 

wurden (siehe Abb. 3.2.2). 

Beim OCT1 zeigte Klon 26, mit einer 7,8-fach erhöhten MPP+-Aufnahme, im Vergleich 

zu den Kontrollzellen die stärkste Aktivität, während für OCT2 mit dem 4,1-fachen, die 

höchste Aufnahme bei Klon 20 nachgewiesen werden konnte. Die Aufnahme von TEA 

war im Vergleich zu den Kontrollzellen für den OCT1-Klon um das 1,7-fache und für 

den OCT2-Klon um das 1,8-fache erhöht.  

In weiteren Versuchen wurde die OCT-Expression auf RNA-Ebene und mittels 

Western-Blot auf Protein-Ebene, in den beiden neuen Zelllinien und der bestehenden 

MDCKII-OCT3-Zelllinie untersucht. Für alle OCTs konnte eine stark erhöhte mRNA-

Expression und die entsprechende OCT-Bande im Western-Blot nachgewiesen 

werden (siehe Abb. 3.2.3). 

 

Abbildung 3.2.3: OCT-Expression der OCT-überexprimierenden MDCKII-Zellen im Vergleich 
zur scheintransfizierten Kontrolle normalisiert auf die jeweilige 18S-RNA-Expression 
(2-ΔΔCt-Werte, (MW + SD, n = 3). Western-Blot zum Nachweis der OCT-Überexpression auf 
Proteinebene. 

 

Mittels Immunfluoreszenzmikroskopie konnte eine Anfärbung der OCTs in der 

Plasmamembran der MDCKII-Zellen nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.2.4).  

Für die funktionelle Charakterisierung der OCT-Zelllinien wurde die Zeit- (siehe 

Abb. 3.2.5) und konzentrationsabhängige Aufnahme (siehe Abb. 3.2.6) des OCT-

Substrats MPP+ untersucht und daraus die kinetischen Parameter Km und vmax 

bestimmt. 
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Abbildung 3.2.4: Nachweis der OCT-Überexpression (grün) mittels 

Immunfluoreszenzmikroskopie bei 630- bzw. 400-facher Vergrößerung. Die Zellkerne wurden 

mittels DAPI angefärbt (blau). Die Bilder ohne Primärantikörper repräsentieren die 

entsprechenden Negativkontrollen.  

 

Abbildung 3.2.5: Regressionsmodel der zeitabhängigen Aufnahme von MPP+ (9,25 kBq/ml, 
1 µM Endkonzentration) in die OCT überexprimierenden MDCKII-Zellen im Vergleich zu 
scheintransfizierten Kontrollzellen (MW ± SD; n = 3). 
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In den überexprimierenden Zellen zeigte sich eine zeitabhängige MPP+-Aufnahme mit 

einer Plateaubildung nach etwa 5 Minuten. Die MPP+-Aufnahme in die OCT-

überexprimierenden Zellen lag zu jedem Untersuchungszeitpunkt deutlich über der 

Aufnahme in die Kontrollzellen. 

 

Abbildung 3.2.6: Konzentrationsabhängige Nettoaufnahme von MPP+ (9,25 kBq/ml) in OCT 
überexprimierende MDCKII-Zellen. Die Inkubationszeit betrug 3 Minuten (MW ± SD; n = 3). 

Im Untersuchungszeitraum von 20 Minuten war bei diesen keine Plateaubildung zu 

erkennen. Auf Grundlage dieser Daten wurde für die folgenden Untersuchungen eine 

Inkubationszeit von 3 Minuten gewählt.  

Anhand der konzentrationsabhängigen MPP+-Aufnahmeversuche konnte für OCT1 

eine hintergrundbereinigte, maximale Geschwindigkeit (vmax) von 1,7 nmol/mg/min und 

ein Km-Wert von 13,5 µM ermittelt werden. Für OCT2 betrug die maximale 

Geschwindigkeit (vmax) 6,2 nmol/mg/min bei einem Km-Wert von 107,3 µM und für 

OCT3 wurde eine vmax von 5,3 nmol/mg/min und ein Km-Wert von 34,0 µM bestimmt.  

 

Abschließend erfolgte die Bestimmung der halbmaximalen, inhibitorischen 

Konzentration (IC50) des bekannten OCT-Inhibitors Verapamil für alle drei Zelllinien 

(siehe Abb. 3.2.7). 

0 25 50 75 100

0

1

2

3

4

5

OCT1

OCT3

OCT2

konzentrationsabhängige Nettoaufnahme

MPP
+
 [µM]

[n
m

o
l/
m

g
/m

in
]

OCT1 OCT2 OCT3

Vmax

[nmol/mg/min]
1,7 6,2 5,3

Km [µM] 13,5 107,3 34,0



Ergebnisse  46 

 

 

Abbildung 3.2.7: Ermittlung der halbmaximalen inhibitorischen Konzentration des OCT-
Inhibitors Verapamil bei einer 3-minütigen Aufnahme von MPP+ (9,25 kBq/ml, 1 µM 
Endkonzentration) unter Zugabe steigender Verapamilkonzentrationen (MW ± SD, n = 3). 

 

Bei diesen Versuchen konnte für OCT1 eine IC50 von 3,8 µM in einen 95 %igen 

Konfidenzintervall von 2,3 bis 6,5 µM ermittelt werden. Für OCT2 wurde eine IC50 von 

27,4 µM (KI95 % 18,2 bis 41,3 µM) und für OCT3 eine IC50 von 78,8 µM (KI95 % 70,7 bis 

87,9 µM) bestimmt. 

 

3.3. Paclitaxel als OCT-Substrat  
 
Durch den Nachweis der differenziellen OCT-Expression in beiden Zelltypen rückt mit 

Paclitaxel einer der beiden bekanntesten DES-Wirkstoffe in den Fokus dieser Arbeit, 

da für diesen Wirkstoff bereits durch Gupta eine Interaktion mit OCT1 nachgewiesen 

wurde (Gupta, Wulf et al. 2012). In diesem Abschnitt sollte daher der Frage 

nachgegangen werden, ob bereits für das erfolgreich auf DES verwendete Paclitaxel 

eine OCT-vermittelte, differenzielle Wirkung auf HCAECs und HCASMCs 

nachgewiesen werden kann.  

 
3.3.1. Wirkung auf Vitalität und Proliferation von HCASMCs und HCAECs 

 
Für diese Fragestellung wurde die Wirkung von Paclitaxel auf HCAECs und HCASMCs 

untersucht. Die Zellen wurden für diese Versuche initial für 4 Stunden mit Paclitaxel-

haltigem Wachstumsmedium inkubiert. Darauf folgte eine 44-stündige paclitaxelfreie 
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Inkubation. Die Ergebnisse der Vitalitäts- und Proliferations-Assays nach 48h sind in 

der Abbildung 3.3.1 zusammengefasst.  

 

Abbildung 3.3.1: Einfluss von Paclitaxel auf die Vitalität und Proliferation von HCASMCs und 
HCAECs nach 48 Stunden Inkubation bei einer initialen 4-stündigen Exposition mit Paclitaxel 
(MW + SD; n = 3, Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Test, „***“ p < 0,001). 

Bei diesen Versuchen konnten keine differenziellen Effekte auf die Vitalität der Zellen 

nachgewiesen werden. Die maximale Inhibition der Vitalität lag in beiden Fällen etwa 

bei 20 %. Auf Proliferationsebene traten die differenziellen Effekte dagegen deutlicher 

hervor. Für eine Konzentration von 1µM Paclitaxel war die postulierte stärkere Wirkung 

auf die HCASMCs zwar noch relativ gering ausgeprägt, bei 10 µM zeigte sich jedoch 

eine signifikante (p < 0,001, Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Test), differenzielle 

Wirkung auf beide Zelltypen (28 % bei den HCASMCs vs. 63 % bei den HCAECs). Für 

die Konzentration von 100 µM konnte wiederum keine differenzielle Wirkung 

beobachtet werden (21 % HCASMCs vs. 19 % HCAECs), was jedoch wahrscheinlich 

auf ein Absterben beider Zelltypen bei dieser Paclitaxelkonzentration zurückgeführt 

werden kann. Um die postulierte Beteiligung der einzelnen OCTs an diesen 

Ergebnissen näher zu charakterisieren, wurde in weiterführenden Versuchen die 

Wirkung auf die OCT-überexprimierenden MDCKII-Zellen untersucht.   

 

3.3.2. Wirkung auf Vitalität und Proliferation der OCT-MDCKII-Zellen  

Für diese Versuche wurden die Zellen ebenfalls initial für 4 Stunden verschiedenen 

Paclitaxelkonzentrationen ausgesetzt und im Anschluss für 44 Stunden mit 

Standardmedium ohne Wirkstoff inkubiert. Nach insgesamt 48 Stunden erfolgte die 

Durchführung der Vitalitäts- und Proliferationsuntersuchungen (siehe Abb. 3.3.5).  
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Abbildung 3.3.5: Einfluss von Paclitaxel auf die Vitalität und Proliferation OCT-
überexprimierender MDCKII-Zellen nach 48-stündiger Inkubation, bei einer initialen 4-
stündigen Exposition mit Paclitaxel (MW + SD; n = 3). 

Bei diesen Versuchen konnten jedoch keine Effekte auf die Vitalität und Proliferation 

der MDCKII-Zellen festgestellt werden. Eine Verlängerung der Paclitaxelexposition auf 

48 Stunden zeigte ebenfalls keinerlei Effekte (Daten nicht gezeigt).  

Ein Grund für die fehlende Wirkung des Paclitaxel könnte in einer erhöhten Resistenz 

der MDCKII-Zellen gegenüber diesem Wirkstoff, aufgrund der Expression des 

Paclitaxel-Effluxtransporters P-Glykoprotein (P-gp) liegen. Daher wurde, der oben 

dargestellte Versuch in Gegenwart des P-gp Inhibitors Ciclosporin A (Loor, Tiberghien 

et al. 2002) wiederholt. Das Ergebnis blieb jedoch unverändert. 

Auch wenn die Verwendung der OCT-überexprimierenden MDCKII-Zellen in diesem 

Zusammenhang zu keinen neuen Erkenntnissen führte, sollte die OCT-Beteiligung an 

der anfangs nachgewiesenen, differenziellen Paclitaxelwirkung weiter untersucht 

werden. Dafür sollte im Folgenden die postulierte differenzielle Paclitaxelaufnahme in 

beide Zelltypen nachgewiesen werden.  
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auf Transporterebene konnte bisher, aufgrund der sehr starken 

Membraninteraktionsfähigkeit des Paclitaxels, von Gupta nicht erbracht werden.  

Um diesem Problem zu begegnen, wurden die Zellen für 5 Minuten mit nicht-radioaktiv 

markiertem Paclitaxel (1 µM Endkonzentration in Inkubationspuffer) vorinkubiert, 

wodurch eine „Absättigung“ potenzieller Bindungsstellen in der äußeren Zellmembran 

erreicht werden sollte. Im Anschluss erfolgten die Aufnahmeversuche mit Paclitaxel 

(7,4 kBq/ml, 1 µM Endkonzentration) an den OCT-überexprimierenden MDCKII-Zellen 

im Vergleich zu MDCKII-Kontrollzellen (siehe Abb. 3.3.2). 

 

 

Abbildung 3.3.2: Aufnahme von Paclitaxel (7,4 kBq/ml, 1 µM Endkonzentration) nach einer 
5-minütigen Vorinkubation mit 1 µM nicht-radioaktiv markiertem Paclitaxel (MW ± SD; n = 3). 

 

Es zeigte sich eine deutliche zeitabhängige Aufnahme von Paclitaxel durch OCT1 und 

OCT3 im Vergleich zu den Kontrollzellen. Dabei war die Paclitaxelaufnahme vor 

Erreichen der Plateauphase nach 30 Minuten in den OCT1-Zellen um den Faktor 2,3 

und für das OCT3 um den Faktor 2,9 gegenüber den Kontrollzellen erhöht. Für die 

OCT2-Zellen konnte kein Unterschied zur Kontrolle festgestellt werden.  

 

In weiteren Versuchen wurde zunächst für das OCT1 untersucht, ob die beobachtete 

Paclitaxelaufnahme durch MPP+ und TEA inhibiert werden kann (siehe Abb. 3.3.3).  
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Abbildung 3.3.3: Ergebnisse des Versuches zur Inhibition der Paclitaxelaufnahme durch 
100 µM MPP+ bzw. 100 µM TEA in OCT1-überexprimierende MDCKII-Zellen, nach einer 
5-minütigen Vorinkubation mit 1 µM nicht radioaktiv markiertem Paclitaxel (MW ± SD; n = 3). 

Bei diesen Versuchen konnte durch beide Modellsubstrate eine signifikante Inhibition 

der OCT1-vermittelten Paclitaxelaufnahme nachgewiesen werden. Analog zu den 

MDCKII-Experimenten, sollte nun die postulierte, differenzielle Paclitaxelaufnahme in 

die HCASMCs und HCAECs nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.3.4). 

 

Abbildung 3.3.4: Aufnahme von Paclitaxel (7,4 kBq/ml, 1 µM Endkonzentration) nach einer 
5-minütigen Vorinkubation mit 1 µM nicht-radioaktiv markiertem Paclitaxel in HCASMC und 
HCAECs. Durch die Zugabe von 100 µM MPP+ konnte die Paclitaxelaufnahme in beide 
Zelltypen deutlich gehemmt werden (MW ± SD; n = 3) 

In den HCASMCs zeigte sich eine deutlich erhöhte Paclitaxelaufnahme im Vergleich 

zu den HCAECS, die nach 30 Minuten etwa das 1,6-fache erreichte. Im Gegensatz zu 

den Überexpressionsmodellen erreichte die Paclitaxelaufnahme in diesen Zelltypen 

nach 60 Minuten jedoch noch nicht vollständig die Plateauphase. Die Zugabe von 
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100 µM MPP+ führte wiederum in beiden Zelltypen zu einer deutlich verminderten 

Aufnahme von Paclitaxel. 

 

 

 

3.4. Platin-Derivate als differentiell wirksame OCT-Substrate 
 

Weiterführend sollte untersucht werden, ob HCAECs und HCASMCs auch ein 

differenzielles Ansprechen auf weitere zytotoxisch wirksame OCT-Substrate zeigen. 

Hierzu wurden die Platinderivate Cisplatin und Oxaliplatin ausgewählt, wobei für 

Cisplatin bereits ein OCT2-abhängiger Transport beschrieben wurde (Briz, Serrano et 

al. 2002, Ciarimboli, Ludwig et al. 2005).  

 

3.4.1. Einfluss von Platin-Derivaten auf Muskel- und Endothelzellen 
 

In einem ersten Schritt wurde die Wirkung der Platin-Derivate auf die Vitalität und 

Proliferation der HCASMCs und HCAECs näher untersucht (siehe Abb. 3.4.1).  

 

Abbildung 3.4.1: Einfluss von Platinderivaten auf Vitalität und Proliferation von HCASMCs 
und HCAECs nach 48-stündiger Inkubation bei einer initialen 4-stündigen Wirkstoffexposition 
(MW + SD; n = 3, Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Test, „**“ p < 0,01, „***“ p < 0,001).  
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Bei diesen Versuchen konnte für 100 µM Cisplatin eine differenzielle Wirkung auf die 

Proliferation beider Zelltypen nachgewiesen werden (103 % für die HCAECs vs. 55 % 

für die HCASMCs, p < 0,001, Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Test).  

Für Oxaliplatin konnten differenzielle Effekte bereits ab einer Konzentration von 1 µM 

beobachtet werden. Signifikante Unterschiede konnten jedoch ausschließlich auf 

Proliferationsebene für eine Konzentration von 1 µM nachgewiesen werden (80 % für 

die HCAECs vs. 62 % für die HCASMCs, p < 0,01). Konzentrationen ab 10 µM 

verursachten bei beiden Zelltypen eine fast vollständige Inhibition der Proliferation, 

sodass signifikante Wirkungsunterschiede in diesen Fällen wahrscheinlich nicht mehr 

hervortreten konnten. Die resultierenden Proliferationsraten lagen bei 12 % bzw. 

6 % für die HCAECs und bei 4 % bzw. 1 % für die HCASMCs.  

Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurde die Zytotoxizität zusätzlich mittels 

Hämatoxylin-Eosin-Färbung an adhärenten Zellen nach Cis- bzw. Oxaliplatin 

Behandlung quantifiziert (siehe Abb. 3.4.2). 

 

Abbildung 3.4.2: Hämatoxylin-Eosin-Färbung von HCAECs und HCASMCs nach 48-
stündiger Inkubation bei einer initialen 4-stündigen Inkubation mit 0, 1, 10 und 100 µM Cisplatin 
bzw. Oxaliplatin. 

Während in der HE-Färbung für Cisplatin bei beiden Zelllinien kaum Effekte 

beobachtet werden konnten, zeigte sich für Oxaliplatin bereits ab einer Konzentration 
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von 1 µM eine deutliche Auswirkung auf die Zellzahl. Im Folgenden wurde daher die 

halb maximale inhibitorische Konzentration von Oxaliplatin für beide Zelltypen 

bestimmt (siehe Abb. 3.4.3). 

 

Abbildung 3.4.3: Bestimmung der halbmaximalen inhibitorischen Konzentration von 
Oxaliplatin auf die Proliferation (BrdU-ELISA) von HCASMCs und HCAECs nach einer 
48-stündigen Inkubation bei einer initialen 4-stündigen Wirkstoffexposition (MW ± SD; n = 3).  

Bei diesen Versuchen konnte für die HCASMCs eine IC50 von 0,15 µM 

(KI95 %: 0,11 - 0,19 µM) bestimmt werden, während für die HCAECs dieser Wert mit 

0,50 µM (KI95 %: 0,38 - 0,66 µM) etwa 3-mal so hoch war.  

Um die differenzielle Wirkung der Platin-Derivate ebenfalls auf die OCT-Expression 

zurückführen zu können, sollte im Folgenden auch die Platinaufnahme näher 

charakterisiert werden. 

 

3.4.2. Transportuntersuchungen 
 

Diese Transportuntersuchungen gestalteten sich jedoch sehr schwierig. Da radioaktiv 

markierte Platin-Derivate nicht zur Verfügung stehen, wurden die Versuche anhand 

von Inhibitionsstudien mit den OCT-Substraten MPP+ und TEA durchgeführt, was eine 

hohe Aufnahmerate für diese Substrate voraussetzt. Da die HCAECs und HCASMCs 

jedoch nur eine sehr geringe Aufnahmerate aufweisen, führten die durchgeführten 

Inhibitionsversuche bei diesen Zellen zu keinen Ergebnissen.  

Darüber hinaus führten jedoch auch die Versuche mit den OCT-überexprimierenden 

MDCKII-Zellen zu keinen verwertbaren Ergebnissen, da unter den Platin-Derivaten 

lediglich eine sehr starke Induktion der Modellsubstrataufnahme beobachtet wurde 

(Daten nicht gezeigt). Erst im späteren Verlauf der Arbeit konnten, durch eine 
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20-minütige Vorinkubation mit den Platin-Derivaten und einer drastischen Reduktion 

der Modellsubstratkonzentration (MPP+: 9,25 kBq/ml, 3 nM Endkonzentration und 

TEA: 7,4 kBq/ml, 1,8 µM Endkonzentration), zumindest für OCT2 verwertbare 

Ergebnisse erhalten werden. Die Ergebnisse der Inhibitionsversuche nach 

Vorinkubation sind in der Abbildung 3.4.4 zusammengefasst.  

 

Abbildung 3.4.4: Ergebnisse der Platin-Inhibitionsversuche mit den OCT-Modelsubstraten 
MPP+ (9,25 kBq/ml, 3 nM Endkonzentration) und TEA (7,4 kBq/ml, 1,8 µM Endkonzentration). 
Die Inkubationszeit bei diesen Versuchen betrug 3 min (MW ± SD; n = 3). 

 

Für Cisplatin konnte bei beiden Modellsubstraten eine biphasische Inhibition mit 

initialer Stimulation beobachtet werden. Für die induzierende Phase konnte für MPP+ 

eine EC50 von 24,8 µM (KI95 %: „sehr weit“) und für TEA eine EC50 von 4,9 µM (KI95 %: 0 

– 52 µM) ermittelt werden. Für die darauffolgende inhibitorische Phase wurde für MPP+ 

eine IC50 von 75,0 µM (KI95 %: 29,6 - 191,0 µM) bestimmt, während für TEA eine IC50 

von 40,0 µM (KI95 %: 27,0 - 59,2 µM) ermittelt wurde. Oxaliplatin zeigte auf die 

Aufnahme beider Modellsubstrate keine Effekte.  
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3.4.3. Einfluss von Platin-Derivaten auf OCT-überexprimierende Zellen 

In weiteren Versuchen wurde der Einfluss von Cisplatin und Oxaliplatin auf die Vitalität 

und Proliferation der OCT-überexprimierenden Zellen bestimmt. Die Ergebnisse dieser 

Versuche sind in Abbildung 3.4.5 zusammengefasst.  

 

Abbildung 3.4.5: Einfluss von Cisplatin auf die Vitalität (Resazurin-Assay) und die 
Proliferation (BrdU-ELISA) OCT-überexprimierender MDCKII-Zellen nach 48-stündiger 
Inkubation mit einer initialen 4-stündigen Exposition mit Cisplatin (MW + SD; n = 3, Two-Way-
ANOVA mit Bonferroni-Post-Test vs. Kontrolle, „*“ p < 0,05, „**“ p < 0,01, „***“ p < 0,001). 

Die Exposition der Zellen gegenüber den Substanzen erfolgte über einen Zeitraum von 

4 Stunden, dem sich eine weitere Inkubation mit Standardkulturmedium von 

44 Stunden anschloss. Im Anschluss wurden ein Resazurin-Assay zur Bestimmung 

der Vitalität und ein BrdU-ELISA zur Bestimmung der Proliferationsrate der Zellen 

durchgeführt.  

Hierbei konnten lediglich für OCT2 signifikante Effekte im Vergleich zu Kontrollzellen 

nachgewiesen werden. Während die Kontrollzellen, wie auch die OCT1 und OCT3 

überexprimierenden Zellen nur minimale Effekte hinsichtlich Vitalität und Proliferation 

zeigten, fiel die Proliferation der OCT2-überexprimierenden Zellen auf etwa 34 % bei 

einer Konzentration von 10 µM und auf 25 % bei 100 µM Cisplatin.  

Weiterführende Versuche sollten die Frage klären, inwieweit die beobachteten Effekte 

des Cisplatins auf die OCT2-überexprimierenden Zellen, durch die zusätzliche Gabe 

von 100 µM MPP+, als OCT-Inhibitor aufgehoben werden können (siehe Abb. 3.4.6).  
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Abbildung 3.4.6: Einfluss von Cisplatin auf die Vitalität und Proliferation OCT2-
überexprimierender MDCKII-Zellen, mit und ohne Zugabe von 100 µM MPP+ als OCT2-
Inhibitor. Die Bestimmung erfolgte anhand von Resazurin-Assays bzw. BrdU-ELISAs nach 48-
stündiger Inkubation bei einer initialen 4-stündigen Exposition mit Cisplatin ± 100 µM MPP+ 

(MW + SD; n = 3, Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Test, „***“ p < 0,001). 

Bei diesen Versuchen zeigte sich, dass durch die Zugabe von MPP+ die Effekte des 

Cisplatins auf die Vitalität und Proliferation der OCT2-überexprimierenden Zellen, mit 

Ausnahme der 100 µM Konzentration, fast vollständig aufgehoben werden konnten.  

 

Abbildung 3.4.7: Einfluss von Oxaliplatin auf die Vitalität und Proliferation OCT-
überexprimierender MDCKII-Zellen. Die Bestimmung erfolgte anhand von Resazurin-Assays 
bzw. BrdU-ELISAs nach 48-stündiger Inkubation bei einer initialen 4-stündigen Exposition mit 
Oxaliplatin (MW + SD; n = 3, Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Test vs. Kontrolle, 
„***“ p < 0,001). 
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Anschließend wurden die hier beschriebenen Versuche analog für Oxaliplatin 

durchgeführt. Generell scheinen die Zellen auf Oxaliplatin deutlich stärker zu reagieren 

als auf Cisplatin, wie die Ergebnisse dieser Versuche in Abbildung 3.4.7 nahelegen. 

Die stärksten Effekte konnten wiederum für OCT2 nachgewiesen werden. Die Werte 

für die Vitalität und Proliferation sanken bereits ab einer Konzentration von 0,1 µM 

signifikant auf etwa 70 % und lagen ab einer Konzentration von 1 µM bereits bei unter 

20 %.  

Für OCT1 konnten ab einer Konzentration von 1 µM signifikante Unterschiede im 

Vergleich zu den Kontrollzellen nachgewiesen werden. Auch hier sanken die 

Proliferationswerte ab einer Konzentration von 10 µM auf unter 20 %.  

Die OCT3-überexprimierenden Zellen zeigten lediglich ab einer Konzentration von 

10 µM signifikante Unterschiede in der Proliferation, wobei die Werte hier auf unter 

30 % sanken. Anschließend wurde wiederum untersucht, ob diese durch das 

Oxaliplatin hervorgerufenen Effekte ebenfalls durch den OCT-Inhibitor MPP+ 

aufgehoben werden können (siehe Abb. 3.4.8). 

 

Es zeigte sich, dass durch die Zugabe von MPP+ auch die Effekte des Oxaliplatins auf 

die Vitalität und Proliferation der OCT-überexprimierenden Zellen signifikant 

abgeschwächt werden konnten. Die stärkste Hemmung der Oxaliplatinwirkung konnte 

für OCT2 beobachtet werden. Bis zu einer Konzentration von 1 µM wurden die 

Platineffekte, durch die gleichzeitige Zugabe von 100 µM MPP+, bei allen OCT-

überexprimierenden Zellen vollständig aufgehoben. Bei höheren Konzentrationen, ab 

10 µM Oxaliplatin, konnte bei allen Zelllinien zumindest eine signifikante Hemmung 

der Platinwirkung nachgewiesen werden.   
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Abbildung 3.4.8: Einfluss von Oxaliplatin auf die Vitalität und Proliferation 
OCT-überexprimierender MDCKII-Zellen, mit und ohne Zugabe von 100 µM MPP+ als OCT-
Inhibitor. Die Bestimmung erfolgte anhand von Resazurin-Assays bzw. BrdU-ELISAs nach 48-
stündiger Inkubation bei einer initialen 4-stündigen Exposition mit Oxaliplatin ± MPP+ (MW + 
SD; n = 3, Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Test, „**“ p < 0,01, „***“ p < 0,001). 
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3.5. Biologische Aktivität neuer Pyrazolopyridin-Derivate 

Im Rahmen des BMBF-Projektes „REMEDIS – Implantattechnologie der Zukunft“ 

wurden innerhalb des Querschnittsprojektes „Methodenentwicklung an der 

Schnittstelle von Medizin, Pharmazie und Technik“, am Institut für Chemie der 

Universität Rostock, neue Pyrazolopyridin-Derivate zur Anwendung auf DES 

entwickelt. Diese Verbindungen stellen aktuell eine vielversprechende und sehr 

interessante Substanzgruppe dar, da deren Derivate signifikante Effekte bei einer 

Vielzahl pharmakologisch relevanter Bereiche, unter anderem auch im 

kardiovaskulären System hervorrufen (Stasch, Dembowsky et al. 2002).  

Die uns zur Verfügung gestellten Substanzen wurden durch das Institut für 

Pharmakologie an der Universitätsmedizin Greifswald und durch das Institut für 

Biomedizinische Technik der Universität Rostock auf ihre biologische Aktivität hin 

untersucht. Unter Berücksichtigung der bisher beschriebenen Ergebnisse, in Bezug 

auf eine differenzielle Wirkung kationischer Substanzen, wurden für diese Arbeit aus 

Rostock insgesamt 64 neu synthetisierte, fluorierte Pyrazolopyridin-Derivate mit 

kationischen Eigenschaften zur Verfügung gestellt (Supe 2014).  

In den folgenden Versuchen sollte die biologische Aktivität dieser Verbindungen 

hinsichtlich der Wirkung auf HCASMCs und HCAECs charakterisiert werden, um im 

Rahmen von REMEDIS deren Potenzial als Wirkstoff bzw. Kombinationswirkstoff mit 

etablierten Substanzen, wie Paclitaxel und Sirolimus, auf DES zu evaluieren.  

 

3.5.1. Einfluss auf HCAECs und HCASMCs 
 

Die biologische Aktivität der Substanzen wurde mittels BrdU-ELISA an HCAECs und 

HCASMCs untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 3.5.1 

zusammengefasst. Hierbei konnte für zahlreiche Substanzen eine differenzielle 

Inhibition der Proliferation von HCASMCs und HCAECs beobachtet werden. 

Die Substanzen LS009 und LS199 zeigten bei diesen Versuchen eine deutliche, 

differenzielle Wirkung auf beide Zelltypen. Die Proliferation der HCAECs wurde nicht 

signifikant beeinflusst, während die Proliferation der HCASMCs bei diesen Substanzen 

auf 58 % bzw. auf 70 % sank. Eine stärker ausgeprägte Proliferationshemmung der 

HCASMCs konnte für die Verbindungen LS057 und LS219 beobachtet werden, wobei 

ebenfalls die Proliferation der HCAECs beeinflusst wurde. LS057 zeigte in diesem 

Zusammenhang ein interessantes Wirkungsprofil, da es die Proliferation der 

HCASMCs auf 20 % reduzierte, während sich die Proliferation der HCAECs auf 157 % 
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steigerte. Für LS219 sank die Proliferationsrate der HCASMCs auf 29 %, jedoch 

reduzierte sich auch die Proliferation der HCAECs um 20 %.  

 

Abbildung 3.5.1: Einfluss der Pyrazolopyridin-Derivate (10 µM Endkonzentration) auf die 
Proliferation (BrdU-ELISA) von HCAECs und HCASMCs nach 48-stündiger Inkubation mit den 
Wirkstoffen (MW + SD, n = 3). Die Pfeile kennzeichnen die für die Arbeit interessanten 
Verbindungen.  

Die mit Abstand stärkste Hemmung der Muskelzellproliferation konnte für die 

Verbindungen LS061 und LS064 beobachtet werden. Mit Werten von 0,02 bzw. 0,07 

lagen diese jedoch in einem Bereich, in dem von einem Absterben der HCASMCs 

ausgegangen werden kann. In weiteren Schritten sollte die, aufgrund des kationischen 

Charakters der Verbindungen, postulierte Interaktionsfähigkeit der Pyrazolopyridine 

mit den OCTs untersucht werden.  
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3.5.2. Interaktion mit OCTs 
 

Die Charakterisierung der Interaktion dieser Verbindungen mit den OCTs erfolgte unter 

Verwendung der OCT-überexprimierenden MDCKII-Zelllinien und dem OCT-Substrat 

MPP+ mittels Kompetitionsassay und einer Konzentration der Testsubstanz von 

10 µM. Die vollständigen Ergebnisse dieser Assays für OCT1, OCT2 und OCT3 sind 

im Anhang auf Seite 100 dargestellt.  

Die Inhibitionsversuche der unter 3.5.1 identifizierten Verbindungen mit einer 

muskelzellspezifischen Wirkung sind in Abbildung 3.5.2 zusammengefasst. 

. 

 

Abbildung 3.5.2: Relative Inhibition der OCT vermittelten MPP+-Aufnahme (9,25 kBq/ml, 
1 µM Endkonzentration) durch die unter 3.5.1 identifizierten differenziell wirksamen 
Pyrazolopyridin-Derivate an den OCT-überexprimierenden MDCKII-Zellen. Die eingesetzte 
Pyrazolopyridin-Wirkstoffkonzentration betrug jeweils 10 µM während einer 3-minütigen 
Inkubationszeit (MW + SD; n = 3). 

Bei diesen Versuchen konnte für die Verbindung LS009, eine Interaktion mit allen 

OCTs gezeigt werden. Die MPP+-Aufnahme über OCT1 und OCT3 wurde etwa um 

50 % reduziert, während für OCT2 eine Inhibition um 70 % nachgewiesen werden 

konnte. Darüber hinaus zeigte LS219 eine deutliche Interaktion mit OCT2 und OCT3, 

wobei die MPP+-Aufnahme auf etwa 50 % reduziert wurde. OCT1 zeigte in diesem 

Zusammenhang nur eine geringe Inhibition von etwa 18 %.  

Für die Substanzen LS057, LS061, LS064 und LS199 konnte keine Inhibition der OCT 

vermittelten MPP+-Aufnahme festgestellt werden. LS057 führte bei OCT1 zu einer um 

20 % erhöhten MPP+-Aufnahme. Ähnliches konnte für LS064 und OCT2 mit einer um 

37 % erhöhten Aufnahme beobachtet werden. Da lediglich für LS009 eine Interaktion 

mit den OCTs nachgewiesen werden konnte, wurde diese Substanz für weiterführende 

Versuche ausgewählt.  
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3.5.3. LS009 
 

Im Folgenden wurde LS009 weiterführend charakterisiert und unter anderem der 

Einfluss auf die Vitalität der HCASMCs und HCAECs untersucht (Abbildung 3.5.3).  

 

Abbildung 3.5.3: Links: Ergebnisse des Vitalitäts-Assays (Reszurin) nach 48-stündiger 
Inkubation mit 10 µM LS009 im Vergleich zur Kontrolle ohne Wirkstoff (MW + SD n = 4, Mann-
Whitney-U-Test, p > 0,9). Rechts: Strukturformel LS009 (Institut für Chemie in Rostock).  

Bei diesen Versuchen konnte für eine Konzentration von 10 µM LS009 kein Einfluss 

auf die Vitalität der HCASMCs (96 %) und HCAECs (100 %) im Vergleich zur 

unbehandelten Zelle festgestellt werden. In einem weiteren Schritt wurde die halb 

maximale inhibitorische Konzentration (IC50) für LS009 hinsichtlich der 

Proliferationshemmung von HCAECs und HCASMCs bestimmt (siehe Abb. 3.5.4).  

 

Abbildung 3.5.4: Bestimmung der halb maximalen inhibitorischen Konzentration (IC50) von 
LS009 auf die Proliferation von HCAECs und HCASMCs nach einer 48-stündigen Inkubation 
mit dem Wirkstoff (MW ± SD n = 3). 

Hierbei konnte für die HCASMCs eine IC50 von 18,8 µM (KI95 %: 14,3 bis 24,7 µM) und 

für die HCAECs, ein im Vergleich 3,2-fach erhöhte IC50 von 59,9 µM (KI95 %: 52,2 bis 

68,7 µM) ermittelt werden. Diese Ergebnisse konnten anhand einer Hämatoxylin-

Eosin-Färbung auch visuell bestätigt werden (siehe Abb. 3.5.5).  
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Abbildung 3.5.5: Hämatoxylin-Eosin-Färbung von HCAECs und HCASMCs nach 
48-stündiger Inkubation mit 0, 1, 10 und 25 µM LS009. 

Während bei den HCAECs keine Effekte bis zur höchsten eingesetzten 

Konzentrationen von 25 µM zu beobachten waren (errechnete IC50: 59,9 µM), zeigte 

sich bei den HCASMCs, ab einer Konzentration von 10 µM, eine deutliche verminderte 

Zelldichte (errechnete IC50: 18,8 µM). 

Um die Frage zu klären, ob diese Effekte bei einer Kombination mit den etablierten 

DES Wirkstoffen Sirolimus und Paclitaxel additiv auf die Zellen wirken oder sich die 

jeweils vermittelten Wirkungen evtl. gegenseitig aufheben, wurden 

Kombinationsversuche von Sirolimus und Paclitaxel mit LS009 durchgeführt. Die 

hierbei verwendete Konzentration von LS009 betrug wie bei den ursprünglichen 

Substanztests (3.5.1) 10 µM, während Sirolimus und Paclitaxel in Konzentrationen von 

1 und 10 nM eingesetzt wurden (siehe Abb. 3.5.6).  

Die Kombination mit 10 µM LS009 führte sowohl für Sirolimus als auch für Paclitaxel 

zu einer additiven Proliferationshemmung bei den HCASMCs. Durch die Einzelgabe 

von 10 µM LS009 sank die Proliferation auf 68 %, während die Proliferation bei 

alleiniger Gabe von 0,001 bzw. 0,01 µM Sirolimus auf 49 bzw. 35 % sank. Durch die 

Kombination mit 10 µM LS009 konnten diese Proliferationswerte noch einmal deutlich 

um 18 bzw. 12 % gesenkt werden. Ähnliche Ergebnisse ergaben sich für Paclitaxel, 

hier sank die Proliferation bei alleiniger Gabe von 0,001 µM Paclitaxel auf 58 % und in 

Kombination mit LS009 auf 29 %. 

Für eine Paclitaxelkonzentration von 0,01 µM konnten jedoch keine weiteren additiven 

Effekte bei einer Kombination nachgewiesen werden (11 % vs. 10 %). 
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Abbildung 3.5.6: Links: Einfluss von 10 µM LS009 in Kombination mit 1 nM und 10 nM 
Paclitaxel auf die Proliferation (BrdU-ELISA) von HCASMCs nach 48-stündiger Inkubation mit 
den Wirkstoffen (MW + SD n = 3, „**“ =p < 0,01, t-Test). Rechts: Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
der HCASMCs unter 10 µM LS009 in Kombination mit 1 nM Paclitaxel nach 48-stündiger 
Inkubation. 

Anhand parallel durchgeführter Hämatoxylin-Eosin-Färbungen konnten die 

beschriebenen Effekte für die ausgewählte Konzentration von 0,001 µM Sirolimus 

bzw. Paclitaxel zusätzlich bestätigt werden (siehe Abb. 3.5.6 rechts). 

    

 

3.6. Selektives Drug-Loading ausgewählter Zielzellen  
 

Während die bisherigen Untersuchungen auf einer differenziellen, endogenen 

Transporterexpression in HCAECs und HCASMCs aufbauten, sollte im Folgenden 

versucht werden, die nachgewiesenen Effekte zu verstärken, indem die Unterschiede 

in der Transporterexpression zwischen beiden Zelltypen weiter vergrößert werden. Die 

HCASMCs als Zielstruktur sollten hierfür, durch die gezielte Überexpression eines 

Aufnahmetransporters, spezifisch für einen ausgewählten Wirkstoff sensibilisiert 

werden. Erreicht werden sollte diese gerichtete Überexpression, durch die Entwicklung 
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eines adenoviralen Infektionssystems in Kombination mit einem 

muskelzellspezifischen Promotor, wodurch die zusätzliche Transporterexpression 

selektiv in den HCASMCs ermöglicht werden sollte.  

Basierend auf Literaturdaten wurde für diese Versuche, der als muskelzellspezifisch 

beschriebene Promotor des SM22-Gens ausgewählt und kloniert (Solway, Seltzer et 

al. 1995). Die vollständige Klonierung der adenoviralen Expressionskonstrukte ist im 

Abschnitt 2.2.3.5 dargestellt.  

Die im Verlauf konstruierten Adenoviren enthielten als Aufnahmetransporter zunächst 

das OCT1, dessen Expression zum einen vom oben genannten SM22-Promotor und 

zum anderen durch einen CMV-Promotor, als Positivkontrolle, reguliert wurde.  

Um die Funktionsfähigkeit dieses Systems zu zeigen, wurden HCAECs und 

HCASMCs mit pAd/CMV/OCT1 und pAd/SM22/OCT1 transduziert und nach einer 

48-stündigen Inkubationszeit ein MPP+-Aufnahmeversuch durchgeführt (siehe Abb. 

3.6.2). Bei diesen Versuchen konnten für die mit pAD/CMV/OCT1 transduzierten 

HCAECs und HCASMCs, die stärkste MPP+-Aufnahme beobachtet werden. Die 

Verwendung des pAD/SM22/OCT1 Konstruktes zeigte bei den HCASMCs eine 

deutlich erhöhte Aufnahme von MPP+, während bei den HCAECs kein Unterschied zur 

Kontrolle erkennbar war.  

 

Abbildung 3.6.2: Aufnahme von MPP+ (9,25 kBq/ml, 1 µM Endkonzentration) in mit 
pAd/SM22/OCT1 und pAd/CMV/OCT1 transduzierten HCASMCs und HCAECs im Vergleich 
zur pAd/CMV/lacZ-Kontrolle. Die Inkubationszeit betrug 20 Minuten (MW ± SD, n = 3). 

Nachdem hierdurch die grundsätzliche Funktionalität dieses Systems gezeigt werden 

konnte, wurde im Folgenden untersucht, ob durch die muskelspezifische OCT1-

Überexpression auch die Wirkung des OCT1-Substrats Paclitaxel beeinflusst werden 

kann.  
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Abbildung 3.6.3: Wirkung von 0,1 µM Paclitaxel auf die Proliferation mit pAd/SM22/OCT1 und 
pAd/CMV/OCT1 transduzierter HCASMCs und HCAECs nach 48-stündiger Inkubation bei 
einer initialen 4-stündigen Exposition mit dem Wirkstoff im Vergleich zur pAd/CMV/lacZ 
Kontrolle (MW + SD, n = 4, One-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Test: „**“ p < 0,01, „***“ = p 
< 0,001; Two-Way-ANOVA mit Bonferroni-Post-Test: „###“ = p < 0,001) 

Hierzu wurden HCASMCs und HCAECs adenoviral mit pAd/SM22/OCT1, 

pAd/CMV/OCT1 und pAd/CMV/lacZ als Kontrolle transduziert. 48 Stunden nach der 

Infektion mit dem Virus, wurden die Zellen für 4 Stunden mit 0,1 µM Paclitaxel 

exponiert und dann weitere 44 Stunden Inkubation ohne Wirkstoff inkubiert, 

anschließend wurde mittels BrdU-ELISA die Proliferation der HCASMCs bestimmt 

(siehe Abb. 3.6.3). 

Für die HCASMCs konnte bei diesen Versuchen sowohl für das pAd/SM22/OCT1 mit 

56 % als auch für das pAd/CMV/OCT1 mit 54 % eine deutliche Inhibition der 

Proliferation im Vergleich zur pAd/CMV/lacZ-Kontrolle nachgewiesen werden. Die 

HCAECS zeigten hingegen nur bei der Transduktion mit dem pAd/CMV/OCT1 

Konstrukt deutliche Effekte auf die Proliferation (76 %). Für pAd/SM22/OCT1 konnten 

mit einem Abfall auf 90 % dagegen keine Unterschiede im Vergleich zur 

pAD/CMV/lacZ-Kontrolle nachgewiesen werden. Darüber hinaus konnte ein 

signifikanter Unterschied bei der pAd/SM22/OCT1 vermittelten Wirkung von Paclitaxel 

zwischen den HCAECs und den HCASMCs nachgewiesen werden. Insgesamt 

bestätigen diese Ergebnisse die grundsätzliche Funktionsfähigkeit dieses Systems 

zum selektiven Drug-Loading ausgewählter Zielzellen. Es sind jedoch weitere 

Versuche notwendig, insbesondere in vivo, um die Aussichten einer therapeutischen 

Anwendung abschätzen zu können   
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4. Diskussion 

Der Einsatz von DES ist auch zwölf Jahre nach der Zulassung der ersten Sirolimus-

freisetzenden Cypher®-Stents weiterhin mit Problemen behaftet, welche zu einem 

Versagen eines solchen Stents führen können (Lagerqvist et al., 2007). Durch die 

intensiven Forschungen der letzten Jahrzehnte konnte die Anwendung dieser Stents 

zwar zunehmend sicherer gestaltet werden, was hauptsächlich auf eine deutlich 

verbesserte Biokompatibilität der verwendeten Polymermatrix und einer verbesserten 

Stentgeometrie zurückgeführt werden kann. Jedoch besteht aufgrund der 

verwendeten zytotoxischen Wirkstoffe weiterhin eines der Hauptprobleme in der, im 

Vergleich zum BMS, wesentlich schlechteren Reendothelialisierung des DES. Aus 

diesem Grund besteht im Bereich des Stents über Monate bis Jahre das Risiko einer 

späten Stentthrombose (Joner et al., 2006).  

Ein möglicher Ansatz zur Lösung für dieses Problem besteht darin, die 

proliferationshemmende Wirkung einer Substanz spezifisch in HCASMCs 

hervorzurufen. Dies könnte wiederum über die Beeinflussung der intrazellulären 

Konzentration des Wirkstoffs erfolgen, da die jeweiligen Zielstrukturen im 

Wesentlichen ubiquitär exprimiert sind (Huang, 2007). In diesem Zusammenhang 

bieten zelltypspezifisch exprimierte Transporterproteine eine interessante und 

elegante Möglichkeit, differenzielle-intrazelluläre Wirkstoffkonzentrationen zu 

erreichen.  

So ist für das Endothel beispielsweise die Expression verschiedener ABC-Transporter 

nachgewiesen, wodurch dieses in der Lage ist, eine Barrierefunktion gegenüber 

verschiedensten Substanzen zu gewährleisten (Warren, Zerangue et al. 2009). 

Aufgrund dieser in vivo Befunde wurde in einem ersten Schritt das 

Transporterexpressionsprofil in HCAECs und HCASMCs charakterisiert. Der hierzu 

verwendete Real-Time PCR-Array quantifizierte die mRNA-Expression von 

84 potenziell pharmakokinetisch relevanten Transporterproteinen. Interessanterweise 

konnten in den HCASMCs für alle 84 Transporter-Transkripte, wenn auch mit 

unterschiedlichen Expressionsleveln, nachgewiesen werden, während die HCAECs 9 

mRNAs gar nicht exprimierten (Ct-Wert > 40). Darunter befanden sich die ABC-

Transporter B5, C11 und C12, die SLCs 22A2, 22A8 und 22A9 sowie die SLCOs 1B1 

und 1B3.  

Die in beiden Zelltypen höchste Expression konnte für die SLCs 3A1, 3A2, 38A2 und 

38A5 sowie für VDAC1 ermittelt werden. Die Expressionsrate im Vergleich zu dem 
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gemittelten Wert der Referenzgene B2M, HPRT1, RPL13A, GAPDH und ACTB 

(gemittelter Ct-Wert von 20,8 für die HCASMC und 21,9 für die HCAECs) lag bei 

diesen Transportern bei mehr als 10 %.  

Auffällig ist auch, dass zumindest die hier untersuchen ABC-Transporter in beiden 

Zelltypen verhältnismäßig hoch exprimiert sind, was die vorherige Hypothese, dass die 

den HCAECs „nachgelagerten“ HCASMCs keine Barriere-Funktion zu erfüllen haben, 

augenscheinlich revidiert.  

Im Vergleich des Transporterexpressionsprofils beider Zelltypen zeigte sich, dass von 

den 84 analysierten Transporterproteinen 52 Transporter in den HCASMCs 

mindestens um den Faktor 3 differenziell exprimiert vorlagen. Vor dem Hintergrund der 

zu bearbeitenden Fragestellung besonders interessant waren dabei Transporter, in 

deren Substratprofil proliferationshemmende/zytotoxische Substanzen zu finden sind. 

In diesem Zusammenhang sind zum einen die Effluxtransporter, die in den HCAECs 

höher exprimiert werden und diese somit vor der zytotoxischen Wirkung schützen von 

Bedeutung, zum anderen aber auch in HCASMCs höher exprimierte 

Aufnahmetransporter, die für ein zelltypspezifisches Drug-Targeting genutzt werden 

können. Vor diesem Hintergrund sind in der Gruppe der Effluxtransporter, mit 

Ausnahme von ABCC11 (MRP8) und ABCC12 (MRP9), welche allerdings in den 

HCASMCs stärker exprimiert sind, keine gravierenden Expressionsunterschiede 

zwischen den beiden Zelltypen festgestellt worden. Nicht unerwähnt soll in diesem 

Zusammenhang auch die Tatsache bleiben, dass bei diesem Versuch neben der 

bereits bekannten starken Expression des Multi-Drug Resistance Protein 1 (MDR1 

oder auch P-gp) in den HCAECs (Meissner et al., 2002) auch in den HCASMCs eine 

deutliche, wenn auch um den Faktor 50 geringere Expression nachgewiesen werden 

konnte. 

Bei den Aufnahmetransporten konnte vor allem eine HCASMC-spezifische Expression 

für die pharmakokinetisch relevante SLC22A-Transporterfamilie nachgewiesen 

werden. Die größte differenzielle Expression zwischen HCASMCs und HCAECs wurde 

für die organischen Kationentransporter OCT1, OCT2 und OCT3 ermittelt. So war die 

HCASMC-Expression des OCT1 im Vergleich zu den HCAECs um das 5-fache erhöht, 

während für OCT3 eine 27-fach erhöhte Expression ermittelt wurde. Da für OCT2 keine 

Expression in den HCAECs nachgewiesen werden konnte, erfolgten die 

Berechnungen hier auf der Grundlage eines angenommenen Ct-Wertes von 40, 

woraus sich eine 742-fach erhöhte Expression in den HCASMCs ergab. Die relative 



Diskussion  69 

 

Expressionshöhe von OCT3 in den HCASMCs entsprach etwa 4 % der gemittelten 

Expression der Haushaltsgene, was vergleichsweise eine sehr hohe Expression in den 

HCASMCs darstellt. Für OCT1 und OCT2 war die Expressionshöhe im Vergleich zu 

den Haushaltsgenen mit 0,03 bzw. 0,008 % wesentlich geringer. Diese Ergebnisse 

konnten mittels TaqMan®-PCR und Western-Blot-Analyse an unabhängigen Proben 

bestätigt werden. Auch durch frühere Arbeiten konnte bereits die kardiale Expression 

von OCT1 und OCT3 nachgewiesen werden (Grube et al., 2011).  

Im weiteren Verlauf sollte nun auch auf funktioneller Ebene, die aufgrund der 

unterschiedlichen Expression postulierte OCT-vermittelte, differenzielle Aufnahme 

kationischer Verbindungen in die HCASMCs nachgewiesen werden. Dies erfolgte über 

relative Aufnahmeversuche mit den kationischen OCT-Modellsubstraten MPP+ und 

TEA. Für MPP+ konnte hierbei ein signifikanter Unterschied bei der Akkumulation in 

beiden Zelltypen nachgewiesen werden. Die Aufnahme in die HCASMCs war im 

Vergleich zu den HCAECs etwa um das 6-fache erhöht, während für TEA lediglich eine 

15 % erhöhte Aufnahme beobachtet wurde. In einem weiteren Schritt wurde für MPP+, 

die zeit- und konzentrationsabhängige Aufnahme in beide Zelltypen ermittelt. Bei 

diesen Versuchen konnte eine etwa 4,5-fach erhöhte Aufnahme in die HCASMCs 

gezeigt werden. Ebenfalls konnte für diese Aufnahme in die HCASMCs ein Km-Wert 

von 57,4 µM ermittelt werden. Für die HCAECs war eine Bestimmung aufgrund des 

linearen Kurvenverlaufs jedoch nicht möglich. 

In der Literatur finden sich in diesem Zusammenhang Km-Werte von 17,3 µM für OCT1, 

19,0 µM für OCT2 und 34,3 µM für OCT3 (Haenisch et al., 2012). Da für die HCASMCs 

ein Wert von 57,4 µM errechnet wurde, liegt die Vermutung nahe, dass hier nicht ein 

OCT allein für die Aufnahme verantwortlich ist. Der für die HCASMCs gemessene Km-

Wert liegt jedoch in einer Größenordnung, die auch im Bereich der Km-Werte für die 

jeweiligen isolierten Transporter ermittelt wurden. Zusätzlich sollte hier auch 

berücksichtigt werden, dass es zum einen noch weitere MPP-Aufnahmetransporter 

geben kann und zum anderen die Aufnahme auch durch Effluxprozesse überlagert 

werden könnte. Weiterhin könnte auch die abweichende Inkubationszeit eine Rolle 

spielen, bzw. einen Unterschied zu den Zellmodellen begründen.  

In einem weiteren Versuch wurde die mittlere, inhibitorische Konzentration des OCT-

Inhibitors Verapamil (Dresser et al., 2001; Koepsell, 2004) für beide Zelltypen 

bestimmt. Hierbei konnte für die HCASMCs eine IC50-Konzentration von 0,82 µM und 

für die HCAECs von 103,9 µM ermittelt werden. In der Literatur finden sich hierzu 
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wiederum IC50-Konzentrationen von 2,9 µM für OCT1 (Koepsell, 2004), 85 µM für 

OCT2 (Zolk et al., 2009) und 57,4 µM für OCT3 (Grube et al., 2011). 

Nachdem diese Grundcharakterisierung der OCT-Expression in Endothel- und 

Muskelzellen deutliche Hinweise auf eine präferenzielle Expression und Funktion 

dieser Transport in den Muskelzellen gibt, wurde im Folgenden mit den bekannten 

zytotoxischen OCT-Substraten Paclitaxel (Gupta et al., 2012) und dem Platin-Derivat 

Cisplatin (Ciarimboli et al., 2010) eine proof of concept Studie durchgeführt. Als 

Positivkontrolle und im weiteren Verlauf auch als Screening-System dienten dabei 

OCT-Überexpressionssysteme auf Basis stabil-transfizierter MDCKII Zellen.  

 

4.1. Etablierung und Charakterisierung der Zellmodelle 
 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden polar wachsende MDCKII-Zellen 

(Madin Darby Canine Kidney) für die Etablierung der Zellmodelle genutzt. Hierbei 

handelt es sich um eine Hundenierenzelllinie aus dem Bereich des proximalen Tubulus 

mit epithelialen Eigenschaften (Richardson et al., 1981). Diese Zellen bilden unter 

Kulturbedingungen einen dichten, einschichtigen Zellrasen und eignen sich daher sehr 

gut zum Studium transepithelialer Transportprozesse, weshalb sie mittlerweile ein 

etabliertes Modell zur Untersuchung von Transportproteinen darstellen (Irvine et al., 

1999).  

Für die erfolgreiche Etablierung der OCT1- und OCT2-überexprimierenden MDCKII-

Zellmodelle wurde eine vektorbasierte cDNA-Version dieser Gene kloniert und in die 

MDCKII-Zellen transfiziert. Die Zellklone mit der stärksten MPP+-Aufnahme wurden im 

Anschluss hinsichtlich der Proteinexpression und Lokalisation näher charakterisiert. 

Auch eine bereits bestehende OCT3-überexprimierende MDCKII-Zelllinie (Grube et 

al., 2011) wurde parallel zu den neu etablierten OCT1- und OCT2-Zelllinien 

weiterführend charakterisiert. Mittels Western-Blot Analyse konnten in den OCT-

überexprimierenden MDCKII-Zellen die etwa 61 kDA großen Proteine OCT1 und 

OCT3 sowie das ca. 63 kDa große OCT2 detektiert werden. Diese beobachteten 

Größen stimmen mit den bereits publizierten Molekulargewichten der Transporter 

überein (Sata et al., 2005; Ciarimboli et al., 2005a).  

Für die weitere funktionelle Charakterisierung wurden zeit- und 

konzentrationsabhängige Aufnahmeversuche mit dem radioaktiv markiertem OCT-

Modellsubstrat MPP+ durchgeführt. Für die OCT1- und OCT2-überexprimierenden 
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Zellen wurde nach 5 Minuten und für die OCT3-Zellen bereits nach 3 Minuten das 

Maximum der MPP+-Aufnahme erreicht. Hierbei war die MPP+-Akkumulation zum 

Zeitpunkt des Maximums jeweils 8- bis 10-fach stärker als in der Kontrollzelle. Für 

Transportversuche mit OCT1 und OCT2 wurde, aufbauend auf diesen Ergebnissen, 

eine Inkubationszeit von 3 Minuten gewählt, während die OCT3-Versuche innerhalb 

einer 1-minütigen Inkubationsdauer durchgeführt wurden. Diese Ergebnisse 

entsprechen auch den Daten von Zolk, welcher für eine OCT2-Zelllinie ebenfalls nach 

5 Minuten ein Maximum der Aufnahme beobachtete, während eine 3-minütige 

Inkubationszeit noch im linearen Bereich lag (Zolk et al., 2009). Für die 

konzentrationsabhängige Aufnahme von MPP+ in die OCT1-überexprimierenden 

Zellen konnten ein Km-Wert von 13,5 µM ermittelt werden, was in etwa zu den 

ermittelten Km-Wert von Zhang mit 14,6 µM und Haenisch mit 17,3 µM passt (Zhang 

et al., 1997, Haenisch et al., 2012). Auch der für die OCT3-überexprimierenden 

MDCKII-Zellen ermittelte Km-Wert von 34 µM entspricht dem von Hanisch ermittelten 

Km-Wert von 34,3 µM (Haenisch et al., 2012). 

Für die OCT2 überexprimierenden Zellen wurde im Rahmen der Charakterisierung 

allerdings ein Km-Wert von 107,3 µM bestimmt, wodurch dieser Wert etwa um den 

Faktor 5,5 von dem von (Zolk et al., 2009) ermitteltem Km-Wert von 19,5 µM und dem 

von (Haenisch et al., 2012) ermittelten Km-Wert von 19,0 µM abweicht. Eine 

Abweichung dieser Arbeit stellt der anstelle des CMV-Promotors verwendete EF-

1alpha-Promotors (Elongationsfaktor 1alpha) für die Regulation der OCT1- und OCT2-

Expression in den MDCKII-Zellen dar. Der EF-1alpha-Promotor wurde aufgrund der 

Tatsache ausgewählt, dass des beim CMV-Promotor das Problem des CMV-Silencing 

in verschiedenen Zelllinien gibt, was zu einer starken Expressionsinhibition führt 

(Teschendorf et al., 2002; Qin et al., 2010). Um solche Schwierigkeiten von vornherein 

auszuschließen, wurde der EF-1alpha-Promotor verwendet, was eventuell zu einer 

abweichenden Proteinkonzentration im Vergleich zur CMV-Expression führte. 

Durch Inhibitionsversuche mit dem bekannten OCT-Inhibitor Verapamil wurde die 

mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) von Verapamil für die MPP+-Aufnahme in 

die OCT-überexprimierenden MDCKII-Zellmodelle bestimmt. Hierbei wurde für OCT1 

eine IC50-Konzentration von 3,8 µM ermittelt werden, was in etwa mit den Daten von 

(Koepsell, 2004) mit einer IC50-Konzentration von 2,9 µM übereinstimmt. Auch die für 

OCT3 ermittelte IC50-Konzentration von 70,7 µM ist in etwa mit den Ergebnissen von 

(Grube et al., 2011) mit 57,4 µM vergleichbar. Für das OCT2 wurde jedoch eine 
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abweichende IC50-Konzentration von 27,6 µM bestimmt, was etwa einem Drittel des 

von (Zolk et al., 2009) ermittelten Wertes von 85 µM entspricht. Dieser Unterschied 

lässt sich jedoch durch die bei den Inhibitionsversuchen verwendete 

Modellsubstratkonzentration erklären. So war die durch Zolk et al. eingesetzte MPP+-

Konzentration mit 10 µM um den Faktor 10 höher, als die in dieser Arbeit verwendete 

Konzentration. 

Zusammenfassend stehen mit den hier etablierten OCT1- und OCT2-

überexprimierenden MDCKII-Zellen und der bereits vorhandenen OCT3-Zelllinie 

funktionierende Modelsysteme zur Verfügung, mittels derer die noch zu belegende 

OCT-vermittelte, differenzielle Wirkung verschiedener Substanzen auf HCAECs und 

HCASMCs weiterführend charakterisiert werden kann. Eine genauere Zuordnung der 

beobachteten differenziellen Effekte zu den einzelnen OCTs ist mit primären Zellen 

kaum möglich, da hier lediglich der OCT-Gesamteffekt erfasste werden kann. Erst 

durch die Verwendung OCT-überexprimierender Zellsysteme wird es möglich, 

Aussagen über den wahrscheinlichen Anteil der einzelnen OCTs am Gesamteffekt zu 

treffen. In einem weiteren Schritt, sollte nun die zuvor postulierte, differenzielle 

Wirkung von Paclitaxel auf HCAECs und HCASMCs nachgewiesen werden. 

 

4.2. Paclitaxel als OCT-Substrat 
 

Seit 2003 wird Paclitaxel auf DES (Grube et al., 2003b) zur Vorbeugung einer 

Restenose eingesetzt und seit 2006 zudem auf beschichteten Ballon Kathetern 

verwendet (Scheller et al., 2006). Im Jahr 2012 konnte die Interaktion von Paclitaxel 

mit OCT1 anhand einer erhöhten Paclitaxelsensitivität OCT1-exprimierender Zellen 

nachgewiesen werden (Gupta et al., 2012). Eine direkte Aufnahme von Paclitaxel über 

OCT1 konnte bei diesen Versuchen allerdings nicht gezeigt werden. Als Ursache 

hierfür wurde eine starke Membraninteraktion des Wirkstoffes angeführt, was in einer 

sehr hohen Hintergrundaktivität bei der Paclitaxelmessung führt. Diese starke 

Membranbindung des Paclitaxels wurde bereits 1995 bei Aufnahmeversuchen mit 

Thrombozyten beobachtet (Wild et al., 1995).  

Aufgrund des vorangegangenen Nachweises der differenziellen OCT-Expression 

sollte zunächst der Frage nachgegangen werden, ob für das bereits auf DES 

verwendete Paclitaxel, der Arbeitshypothese entsprechend, eine differenzielle 

Wirkung auf HCAECs und HCASMCs vorliegt. Während die Vitalität zwischen den 
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beiden Zelltypen nicht signifikant unterschiedlich beeinflusst wurde, zeigten sich auf 

Proliferationsebene deutliche Unterschiede. Die Proliferation der HCASMCs war bei 

einer Konzentration von 10 µM, im Vergleich zu den HCAECs, um 55 % verringert (p 

= 0,0022), was unter Umständen für eine Beteiligung des in den HCASMCs höher 

exprimierten OCT1 spricht. Auch bei einer Konzentration von 1 µM Paclitaxel zeigten 

die HCASMCs eine geringe Proliferationsrate als die HCAECs, was jedoch nicht 

signifikant war. Entsprechende Versuche an den OCT-überexprimierenden MDCKII-

Zellmodellen zeigten jedoch keinerlei Effekte, weder auf Vitalitäts- noch auf 

Proliferationsebene. Auch eine Verlängerung der Expositionszeit von 4 auf 48 Stunden 

änderte daran nichts. Eine mögliche Erklärung könnte eine erhöhte Expression des 

endogenen P-gp Effluxtransporters sein, doch auch unter einer Koinkubation mit dem 

P-gp Inhibitor Cyclosporin A (Liow et al., 2007) zeigten sich weder auf Proliferations- 

noch Vitalitätsebene signifikante Veränderungen (Daten nicht gezeigt).  

Wie bereits dargelegt, konnte Gupta et al. (2012) eine OCT1-vermittelte erhöhte 

Paclitaxelsensitivität nachweisen, was in dieser Arbeit mit den überexprimierenden 

MDCKII-Zellen nicht gelang. Allerdings verwendete Gupta et al. bei seinen Versuchen 

Chinese Hamster Ovary Cells (CHO) und keine MDCKII-Zellen. Ob diese 

unterschiedlichen Ergebnisse zellmodellabhängig sind, sollte daher in weiteren 

Versuchen geklärt werden, da aktuell keine weiteren Literaturdaten zu diesem Thema 

verfügbar sind.  

Im weiteren Verlauf der Arbeiten gelang es jedoch für OCT1 und OCT3 bei 

Aufnahmeversuchen mit [³H]-Paclitaxel, eine zeitabhängige Aufnahme in die 

überexprimierenden MDCKII-Zellen nachzuweisen. Dies gelang jedoch erst nach einer 

Vorinkubation der Zellen mit nicht radioaktiv markiertem Paclitaxel. Ohne eine solche 

Vorinkubation wurde wie bereits durch (Wild et al., 1995) und (Gupta et al., 2012) 

beschrieben, ein sehr starker Hintergrund von mehreren Tausend DPM gemessen, 

wodurch keine Aufnahmeunterschiede zwischen OCT-überexprimierenden Zellen und 

Kontrollzellen zu beobachten waren. Durch die Vorinkubation mit nicht radioaktiv 

markiertem Wirkstoff gelang es, die unspezifischen Bindungsstellen der Membran zu 

sättigen, sodass im Anschluss mittels [³H]-Paclitaxel die Aufnahme gezeigt werden 

konnte. Durch diese Versuche wurde für OCT1 eine 2,3-fach und für OCT3 eine um 

2,9-fach erhöhte Aufnahme von Paclitaxel, im Vergleich zu Kontrollzellen, 

nachgewiesen. Für OCT2 war hingegen keine erhöhte Aufnahme nachweisbar. 

Unsere Daten für das OCT1 ergänzen die Ergebnisse von (Gupta et al., 2012) und 
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zeigen erstmals eine direkte OCT1-vermittelte Paclitaxelaufnahme. Darüber hinaus 

konnte mit OCT3 ein weiterer Paclitaxelaufnahmetransporter identifiziert werden.  

Bei der weiteren Charakterisierung der OCT-vermittelten Paclitaxelaufnahme konnte 

die zeitabhängige Aufnahme durch die OCT-Modellsubstrate MPP+ und TEA nahezu 

vollständig aufgehoben werden. Die Paclitaxelaufnahme war hierbei geringer, als die 

der Kontrollzellen, was darüber hinaus auf eine basale OCT-Expression in den 

MDCKII-Zellen schließen lässt.  

Auch für die HCASMCs und HCAECs konnte die zeitabhängige Aufnahme von 

Paclitaxel nachgewiesen werden. Die Aufnahme in die HCASMCs war dabei um das 

1,6-fache höher als in die HCAECs. Auch in diesem Fall ließ sich die 

Paclitaxelaufnahme in die Zellen durch die Zugabe von MPP+ deutlich inhibieren. Die 

Aufnahme der HCASMCs fiel um etwa 70 %, während die Aufnahme der HCAECs um 

40 % abfiel. Beide Zelltypen erreichten jedoch, aufgrund der vorherigen 

Aufnahmeunterschiede, ein ähnliches Aufnahmeniveau durch die Inhibition mit MPP+.  

Diese Ergebnisse passen zu den vorherigen Daten aus den Proliferationsversuchen, 

bei denen eine 2-fach erhöhte Paclitaxelwirkung in den HCASMCs festgestellt wurde 

und zu den am Anfang erhobenen OCT-Expressionsdaten. Weiterhin konnte eine 

Beteiligung der OCTs durch die Inhibition der Paclitaxelaufnahme durch MPP+ belegt 

werden.  

Wie aufgrund der differenziellen OCT-Expression postuliert, konnten für das Paclitaxel 

differenzielle Effekte auf die HCASMCs und HCAECs nachgewiesen werden. In den 

folgenden Versuchen sollte nun für weitere zytotoxisch wirksame, OCT-abhängige 

Wirkstoffe, wie den Platin-Derivaten, differenzielle Effekte in beiden Zelltypen 

nachgewiesen werden. 

 

4.3. Platin-Derivate als differenziell wirksame OCT-Substrate 

 

Seit 1974 werden Platinverbindungen aufgrund ihrer zytostatischen Wirkung zur 

Therapie verschiedenster Tumorentitäten eingesetzt (Wong and Giandomenico, 

1999). Bereits im Jahr 2002 wurde für OCT1, OCT2 und OCT3 eine Interaktion mit den 

Platinderivaten nachgewiesen (Briz et al., 2002; Ciarimboli et al., 2005b). Vor allem die 

oto- und nephrotoxischen Nebenwirkungen von Cisplatin konnten auf eine OCT2-

vermittelte Aufnahme in die entsprechenden Gewebe zurückgeführt werden 
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(Ciarimboli et al., 2010). Da es mittlerweile auch Untersuchungen zu 

biodegradierbaren, Cisplatin-freisetzenden Trachea-Stents gibt (Chao et al., 2013), 

erscheint eine lokale, koronare Anwendung dieser Substanzen, unter 

Berücksichtigung der differenziellen OCT-Expression, als eine durchaus interessante 

Möglichkeit. Neben dem Cisplatin wurde auch bereits das Oxaliplatin von More et al. 

als OCT-Substrat beschrieben (More et al., 2010). 

Analog zum Paclitaxel wurden daher die Wirkung der Platinderivate Cisplatin und 

Oxaliplatin auf HCAECs und HCASMCs sowie die OCT-überexprimierenden Zellen 

untersucht. Bei diesen Versuchen ergaben sich für Cisplatin, in Bezug auf die Vitalität 

der Zellen, keinerlei signifikante Unterschiede zwischen den Zelltypen. Allerdings 

zeigten beide Zelltypen, vor allem jedoch die HCAECs, eine leicht erhöhte Vitalität und 

Proliferation unter Cisplatin. Auf Proliferationsebene zeigten sich lediglich bei 100 µM 

Cisplatin signifikante Unterschiede zwischen beiden Zelltypen. Die Proliferation sank 

bei den HCASMCs auf etwa 50 % ab, während bei den HCAECs keine Effekte 

erkennbar waren. Zwar kann für die HCAECs, aufgrund der fehlenden OCT2-

Expression, keine signifikante Wirkung von Cisplatin erwartet werden, jedoch scheint 

auch die Wirkung auf die OCT2-exprimierenden HCASMCs deutlich zu gering zu sein. 

Diese Beobachtung kann unter Umständen auf eine Resistenz dieser Zellen 

zurückgeführt werden, was für das Cisplatin ein recht verbreitetes Problem darstellt 

(Weiss and Christian, 1993). Allerdings ist die Ursache für die teilweise recht schnell 

entstehende Cisplatinresistenz multifaktoriell und konnte bisher nicht abschließend 

aufgeklärt werden (Stordal and Davey 2007). Darüber hinaus gibt es immer wieder 

Hinweise auf eine bis zu 5-fach erhöhte Paclitaxelsensitivität von Zellen mit 

Cisplatinresistenz. Umgekehrt konnte auch durch die Gabe von nicht toxischen 

Paclitaxelkonzentrationen die Cisplatinresistenz verringert und die Sensitivität der 

Zellen gegenüber anderen Wirkstoffen erhöht werden (Su, Davey et al. 1998, Locke, 

Davey et al. 2003).  

Für das Oxaliplatin konnte dagegen die weitere Wirksamkeit auch in hoch Cisplatin-

resistenten Zellen nachgewiesen werden (Stordal and Davey 2007).   

Die beobachteten Oxaliplatineffekte waren deutlich stärker ausgeprägt, hier zeigte sich 

eine leichte Vitalitätsabnahme und insbesondere eine deutlich verminderte 

Proliferation in beiden Zelltypen. Wie beim Paclitaxcel zeigten sich auch hier die 

HCASMC etwas empfindlicher als die Endothelzellen mit Blick auf die Proliferation. 

Diese Ergebnisse konnten anhand einer HE-Färbung verifiziert werden. Bei der 
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Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration für Oxaliplatin konnte eine 

IC50-Konzentration von 0,15 µM in den HCASMCs und eine IC50 von 0,5 µM in den 

HCAECs bestimmt werden. Daraus ergibt sich ein 3,4-fach sensitiveres Ansprechen 

der HCASMCs auf Oxaliplatin, wodurch ebenfalls die postulierte differenzielle Wirkung 

belegt werden kann. 

In einem nächsten Schritt sollte eigentlich die OCT-vermittelte Aufnahme von Cisplatin 

und Oxaliplatin in die HCASMCs und HCAECS nachgewiesen werden. Dies gestaltete 

sich jedoch recht schwierig, da radioaktiv markierte Platin-Derivate nicht zur Verfügung 

stehen. Bisherige Aufnahmeuntersuchungen, wie die von Ciarimboli (2010), nutzen 

daher hauptsächlich die Methode der Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) für die 

Quantifizierung des in die Zellen aufgenommenen Platins. Da diese Methode jedoch 

ebenfalls nicht zur Verfügung stand, sollten zunächst Inhibitionsversuche mit den 

OCT-Modelsubstraten MPP+ und TEA durchgeführt werden, um auf diesem Weg 

Hinweise auf die Interaktion mit den OCTs zu erhalten. Jedoch stellte auch diese 

Methode ein Problem dar, da hierfür eine hohe Aufnahmerate für die Modelsubstrate 

Voraussetzung ist. Da die primären HCASMCs und HCAECs nur eine relativ geringe 

Aufnahme der Substrate aufwiesen, führten diese Versuche zu keinem Ergebnis.  

Da bisher hauptsächlich eine Aufnahme von Cisplatin über OCT2 beschrieben wurde, 

sollten die Inhibitionsversuche zunächst auf die OCT2-überexprimierenden MDCKII-

Zellen ausgedehnt werden. Bei diesen Versuchen konnte jedoch anfangs keine 

Inhibition, sondern ausschließlich eine sehr starke Induktion der 

Modellsubstrataufnahme unter Cisplatin beobachtet werden. Oxaliplatin zeigte in 

diesem Zusammenhang keine Effekte (Daten nicht gezeigt).  

Im weiteren Verlauf der Arbeit gab es allerdings Hinweise, dass zumindest Cisplatin 

eine längere Inkubationszeit, als bei den Inhibitionsversuchen verwendet, benötigt 

(persönliche Kommunikation Dr. Giovanni Natile). Daher wurden diese Versuche mit 

einer 20-minütigen Vorinkubation wiederholt.  

Für Oxaliplatin konnte auch bei dieser Wiederholung keine Inhibition der 

Modellsubstrataufnahme nachgewiesen werden. Für Cisplatin wurde jedoch eine 

biphasische Inhibition mit einer initialen, induzierenden Phase gefolgt von einer 

zweiten inhibitorischen Phase ermittelt. Die Induktion der Substrataufnahme konnte für 

MPP+ in einem Konzentrationsbereich zwischen 25 und 75 µM und für TEA in einem 

Bereich von 5 bis 50 µM Cisplatin beobachtet werden. Für die induzierende Phase 
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konnte für MPP+ eine EC50-Konzentration von 24,8 µM und für TEA eine EC50 von 

4,9 µM ermittelt werden. 

Bei höheren Cisplatin-Konzentrationen zeigte sich dann die Inhibition der 

Modellsubstrataufnahme. Die mittlere inhibitorische Konzentration konnte bei diesen 

Versuchen für MPP+ mit 75 µM und für TEA mit 40 µM ermittelt werden.  

Die Aufnahme von Platinderivaten über OCT2 scheint damit deutlich komplexer zu 

sein als zunächst angenommen. Eine Erklärung für dieses Phänomen könnte die 

notwendige Aktivierung der Platinverbindungen darstellen. So diskutiert auch Zhang, 

dass lediglich die durch Wasser aktivierten Monoaqua- und Diaquakationen die 

pharmakologisch aktive Form der Platinderivate darstellen (Zhang, Lovejoy et al. 

2006). Da die organischen Kationentransporter wahrscheinlich überwiegend die 

geladene Form transportieren, liegt die Vermutung nahe, dass nur die aktivierten und 

somit positiv geladenen Platinderivate über die OCTs transportiert werden können. 

Diese Tatsache könnte somit auch die von Natile beschriebene notwendige Wartezeit 

erklären, da die Platinverbindungen in der wässrigen Lösung zunächst „aktiviert“ 

werden müssen und somit erst nach einer Vorinkubation genügend aktivierte 

Cisplatinkomplexe für eine OCT2-Inhibition vorliegen. Der biphasische Verlauf der 

Kurve kann hierdurch jedoch nicht erklärt werden.  

Eine Stimulation der Transporterfunktion ist jedoch auch bei anderen 

Aufnahmetransportern beobachtet worden. So wird der organische 

Anionentransporter OATP2B1 durch Progesteron stimuliert (Grube, Kock et al. 2006). 

Auch hier zeigte sich der Effekt, dass die Stimulation konzentrationsabhängig ablief 

und hohe Progesteronlevel den Transporter hemmen. Als Ursache hierfür wurde die 

Anwesenheit von zwei Bindestellen für das E3S am OATP2B1 postuliert.  

Die anfängliche Induktion der MPP+-Aufnahme, wie sie ohne und mit Vorinkubation 

beobachtet wurde, könnte ebenfalls ein Resultat der Bindung des nicht aktivierten 

Cisplatins an eine allosterische Bindestelle sein. Erst durch die 20-minütige Aktivierung 

des Cisplatins konnte dann, mit steigender Platinkonzentration, eine Inhibition der 

MPP+-Aufnahme erreicht werden. Hieraus ergibt sich, dass die aktivierten 

Platinkomplexe dann mit steigender Konzentration, mit dem MPP+ an der Substrat-

Bindestelle des OCT2 konkurrieren, wodurch es wiederum zur beobachteten Inhibition 

der MPP+-Aufnahme kommt.           

Für die Bedeutung der aktivierten Platinderivate sprechen auch die Befunde zum 

Oxaliplatin, da bei dieser Substanz hauptsächlich die Monoaqua-Komplexe mit den 
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OCTs interagieren (Zhang, Lovejoy et al. 2006). Da die Aktivierung des Oxaliplatins 

aufgrund seiner Struktur wesentlich heterogener abläuft, als die Aktivierung des 

Cisplatins, bilden die notwendigen Monoaqua-Komplexe nur einen sehr geringen 

Anteil aller Komplexe, die bei einer Lösung in Kulturmedium oder PBS entstehen 

können (Zhang, Lovejoy et al. 2006). Der Grund einer nicht nachweisbaren OCT2-

Inhibition könnte somit auf einer zu geringen Konzentration der einfach positiv 

geladenen Oxaliplatinkomplexe beruhen.  

In weiteren Versuchen wurde nun der Einfluss der Platin-Derivate auf die OCT-

überexprimierenden MDCKII-Zellen charakterisiert, um weitere Hinweise über die 

Interaktion der Platin-Derivate mit den OCTs zu erhalten. Für das Cisplatin wurden 

hierbei im Wesentlichen Effekte auf die Vitalitäts- und Proliferation der OCT2-

transfizierten Zellen gezeigt, während sich für das OCT1 und OCT3 nur sehr geringe, 

bis keine Effekte beobachten ließen. Die Bedeutung des Transporters wird dabei auch 

dadurch untermauert, dass der Cisplatin-Effekt auf die OCT2-Zellen sowohl auf 

Proliferations- als auch auf Vitalitätsebene durch Zugabe des OCT2 Substrates MPP+ 

fast vollständig inhibiert werden konnte. 

Für das Oxaliplatin zeigte sich ein vergleichbarer Effekt auf die OCT2 

überexpimierenden Zellen bereits bei deutlich geringeren Konzentrationen, die in etwa 

mit den in der Literatur angeben IC50 Wert von 1,3 µM für die Zytotoxizität von 

Oxaliplatin in OCT2-überexprimierenden HEK293-Zellen übereinstimmen (Zhang, 

Lovejoy et al. 2006).  

Im Gegensatz zum Cisplatin zeigten sich für diese Substanz allerdings auch Effekte 

auf das OCT3 und vor allem das OCT1, wobei diese allerdings deutlich schwächer 

ausgeprägt sind als beim OCT2. Mit einer Vitalitätsinhibition auf 45,2 % bei einer 

Konzentration von 10 µM Oxaliplatin fällt für das OCT1 die hier beobachtete Inhibition 

jedoch stärker aus, als die von Zhang ermittelte IC50-Konzentration von 15 µM bei 

OCT1-überexprimierenden MDCKII-Zellen (Zhang, Lovejoy et al. 2006).  

Die beobachtete Interaktion von OCT3 mit Oxaliplatin stützen die Daten von Yokoo, 

der die zytotoxischen Effekte von Oxaliplatin im kolorektalen Karzinom mit der 

Expression von OCT3 in Zusammenhang bringen konnte (Yokoo et al., 2008).  

Mit einer Ausnahme (OCT3-Proliferationsversuch mit 10 µM Oxaliplatin) konnten 

wiederum alle der hier beobachteten Oxaliplatin-Effekte, durch die zusätzliche Gabe 

von 100 µM MPP+, in einem signifikanten Umfang abgeschwächt bzw. vollständig 

aufgehoben werden. 
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Abschließend lässt sich zusammenfassen, dass alle drei untersuchten OCT-

Transporter das Ansprechen der Zellen auf Oxaliplatin verstärken, was als indirekter 

Nachweis einer OCT-abhängigen Aufnahme der Substanzen gewertet werden kann. 

Die stärkste Aufnahme findet wie bereits in der Literatur beschrieben über OCT2 statt, 

gefolgt von OCT1 und – mit deutlichen Abstrichen – OCT3.  

Mit Blick auf die Ergebnisse hinsichtlich der differenziellen Oxaliplatinwirkung auf die 

HCASMCs und HCAECs könnte damit die erhöhte OCT-Expression in den 

glattmuskulären Zellen ein Grund für deren verbessertes Ansprechen auf das 

Platinderivat sein.  

Da für das Cisplatin jedoch keinerlei Wirkung auf die HCAECs und lediglich eine sehr 

geringe Wirkung auf die HCASMCs festgestellt wurde, konnte die postulierte 

differenzielle Wirkung dieser Substanz in diesen Zelltypen nur ansatzweise 

nachgewiesen werden. Für die angesprochene mögliche Verwendung auf DES, im 

Einklang mit dem in dieser Arbeit verfolgten Konzept, scheinen beide Substanzen 

aufgrund der geringen Wirkungsunterschiede jedoch nicht geeignet zu sein. 

In weiteren Versuchen sollte daher eine neue Substanzklasse kationischer 

Verbindungen auf eine differenzielle Wirksamkeit hin untersucht werden.  

 

4.4. Biologische Aktivität neuer Pyrazolopyridin-Derivate 
 

Im Rahmen des REMEDIS-Projektes wurden vom Institut für Chemie der Universität 

Rostock insgesamt 76 neu entwickelte fluorierte Pyrazolopyridin-Derivate zur 

Verfügung gestellt, um die biologische Aktivität dieser Substanzen näher zu 

charakterisieren. Darüber hinaus sollte das Potenzial dieser Verbindungen zur 

Anwendung als Kombinationswirkstoff auf DES evaluiert werden. 

Pyrazolopyridine stellen aktuell eine vielversprechende Substanzgruppe da, die 

zunehmend in den Fokus aktueller Forschungsarbeiten rückt, da diese Verbindungen 

signifikante Effekte bei einer Vielzahl pharmakologisch relevanter Bereiche 

hervorrufen. Hauptsächliche Verwendung finden diese Substanzen derzeit jedoch als 

Anxiolytikum, da sie als positive, allosterische Modulatoren an der Barbiturat-

Bindestelle des GABAA-Rezeptors wirken (Leeb-Lundberg, Snowman et al. 1981, 

Supavilai and Karobath 1981). Vertreter dieser anxiolytischen Pyrazolopyridine sind 

das Cartazolate, das Etazolat und das Tracazolat.  
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In verschiedenen Arbeiten wurde jedoch auch eine kardiovaskuläre Wirkung 

beschrieben. So konnte für die Verbindungen BAY41-8543 (Stasch, Dembowsky et al. 

2002) und BAY41-2272 (Boerrigter, Costello-Boerrigter et al. 2003, Bawankule, 

Sathishkumar et al. 2005) eine Senkung des Blutdrucks und eine Erhöhung der 

Koronardurchblutung nachgewiesen werden. Die Wirkung der Substanzen führten alle 

Autoren auf eine NO-unabhängige Stimulation der Guanylylcyclase zurück.  

Weiterhin wurde auch eine Verminderung der LPS induzierten TNF-alpha Aktivierung 

durch Inhibition des TNF-α konvertierenden Enzyms (TACE bzw. ADAM17) (Lu, Ott et 

al. 2008). Da es sich bei diesem Enzym um eine Metalloprotease handelt, besitzen 

TACE-Inhibitoren in der Regel auch eine Aktivität gegen Matrix-Metalloproteasen 

(MMPs), was ebenfalls durch Lu et al. anhand der Inhibition der Matrix-

Metalloproteasen 2, 3, 7 und 12 nachgewiesen werden konnte. Diese Tatsache ist 

wiederum interessant, da verschiedene Arbeiten zeigen konnten, das die MMP-

Expression der HCASMCs eine signifikante Assoziation mit dem Auftreten einer In-

Stent Restenose besitzt (Kim, Song et al. 2014, Pleva, Kusnierova et al. 2015). 

Um das Potenzial, dieser Substanzen im Zusammenhang mit DES zu eruieren, wurde 

deren biologische Aktivität näher charakterisiert. Dabei zeigten die Verbindungen 

LS009, LS057, LS061, LS064, LS199 und LS219 eine differenzielle Wirkung auf die 

Proliferation und Vitalität der HCAECs und HCASMCs, wobei LS061 und LS064 in den 

eingesetzten Konzentrationen eine sehr starke Zytotoxizität auf die Muskelzellen 

aufwiesen. LS219 wurde für weitere Untersuchungen ebenfalls verworfen, da hier 

auch eine Inhibition der HCAEC-Proliferation beobachtet wurde. Für LS009 und LS199 

zeigten sich demgegenüber nur moderate Unterschiede in der Wirkung auf die beiden 

Zelltypen. Sehr interessante Ergebnisse lieferte hingegen LS057, welches eine 

deutliche Proliferationsinhibition der HCASMCs bewirkte und gleichzeitig die 

Proliferation der HCAECs steigerte, wodurch die Reendothelialisierung eines 

eingesetzten Stents beschleunigt werden könnte. Als geeignete Kandidaten 

erscheinen somit, zunächst die Verbindungen LS009, LS057 und LS199. 

Da alle untersuchten Verbindungen einen kationischen Charakter besitzen, wurden in 

der Folge alle 6 Verbindungen hinsichtlich ihrer Interaktion mit OCTs untersucht, um 

hier eine evtl. Erklärung für das verstärkte Ansprechen der Muskelzellen zu haben. 

Dabei konnte lediglich für das LS009 und für das LS219 eine deutliche Interaktion mit 

den OCTs festgestellt werden. LS009 war dabei stärker wirksam insbesondere, was 

den Effekt auf das OCT2 betrifft. Ob es sich dabei jedoch um eine kompetitive 
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Hemmung bzw. um ein OCT-Substrat handelt, kann auf Grundlage dieser Daten nicht 

final geklärt werden, da hierfür die direkte Aufnahme der Substanz bestimmt werden 

müsste. Dies war jedoch aufgrund der fehlenden Analytik bzw. der Nichtverfügbarkeit 

einer markierten Verbindung nicht möglich.  

Als weiterer Beleg für das in dieser Arbeit verfolgte Konzept der OCT-vermittelten 

differenziellen Wirkungen kationischer Substanzen auf HCASMCs und HCAECs 

können LS009 und LS219 jedoch bisher nicht dienen, da weiterführende Versuche 

notwendig sind, um zunächst die tatsächliche Aufnahme über die OCTs zu belegen. 

Da der Fokus dieser Arbeit auf den OCTs lag und LS009 die stärkste Interaktion mit 

den organischen Kationentransportern aufwies, wurde die Substanz für 

weiterführende Versuche an HCAECs und HCASMCs ausgewählt. Dabei zeigte die 

Substanz weder auf HCAECs noch auf HCASMC einen Einfluss auf die Zellviabilität. 

Mit Blick auf die Proliferation war jedoch ein deutlicher Unterschied zwischen Zellen 

zu erkennen, so liegt die mittlere inhibitorische LS009-Konzentration bei HCASMCs 

nur bei etwa einem Drittel der entsprechenden Konzentration bei HCAECs. Dieses 

Ergebnis konnte anhand einer HE-Färbung verifiziert werden, bei welcher die 

HCASMCs bereits ab einer LS009-Konzentration von 10 µM eine deutlich geringere 

Zelldichte als die HCAECs aufwiesen.  

In weiteren Schritten sollte nun die Frage geklärt werden, inwieweit sich LS009 für eine 

Anwendung auf Stents eignet. Hierzu soll zunächst jedoch noch einmal herausgestellt 

werden, dass es nicht Ziel dieser Versuche war, LS009 als Alternative zu Sirolimus 

und Paclitaxel zu positionieren. Als innovative Substanzen für diese Anwendung 

wurden bisher fast ausschließlich Sirolimus-Analoga wie Zotarolimus (Kandzari, Leon 

et al. 2006), Everolimus (Grube, Sonoda et al. 2004) und Biolimus A9 (Grube and 

Buellesfeld 2006) verwendet.   

Eine der Neuentwicklungen der letzten Jahre war jedoch die Kombination der 

etablierten Proliferationshemmstoffe mit weiteren Wirkstoffen um verschiedene 

Schwierigkeiten der Stent-Anwendung zu adressieren. So versucht man derzeit durch 

verschiedene Wirkstoffkombinationen wie Sirolimus/Heparin, Zotarolimus/ 

Dexamethason, Sirolimus/17-β-Estradiol und Sirolimus/Genistein, die Proliferation und 

Migration der HCASMCs zu inhibieren und gleichzeitig die Entwicklung einer Stent-

Thrombose aufgrund der unvollständigen Reendothelialisierung zu inhibieren 

(Kukreja, Onuma et al. 2008). Diese neue Stentgeneration wird aufgrund der 

Kombination zweier Wirkstoffe auch als Dual-Drug-eluting Stent (DDES) bezeichnet.  
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In diesem Zusammenhang konnte bereits, im Rahmen des REMEDIS-Projektes, ein 

DDES mit einer abluminalen Sirolimus und einer luminalen Atorvastatin-Freisetzung 

entwickelt werden (Petersen, Hussner et al. 2013). 

Anhand der mit LS009 durchgeführten Versuche sollte daher die Frage beantwortet 

werden, ob die Verwendung eines Wirkstoffes wie LS009 ähnliche Vorteile bietet. 

Zunächst wurde deshalb untersucht, welche Proliferationseffekte bei einer 

Kombination von LS009 mit Sirolimus bzw. Paclitaxel bei HCASMCs hervorgerufen 

werden. Hierbei zeigten sich additive Effekte der beiden Substanzen bei der 

Proliferationsinhibition, da die Inhibition durch die kombinierten Wirkstoffe (auf 31 %) 

stärker ausfiel als bei den Einzelsubstanzen (auf 68 % für LS009 bzw. auf 49 % für 

Sirolimus). Der Effekt war sogar noch etwas ausgeprägter als bei einer um den Faktor 

10 erhöhten Sirolimuskonzentration als Einzelsubstanz (Inhibition auf 35 %). 

Für das Paclitaxel ergaben sich ähnliche Effekte. Die Inhibition der Kombination viel in 

diesem Fall in etwa doppelt so hoch (auf 29 %) aus wie die Inhibition der jeweiligen 

Einzelsubstanzen (auf 68 % für LS009 bzw. auf 58 % für Paclitaxel). Lediglich für die 

10-fach erhöhte Paclitaxel-Konzentration konnten keine Unterschiede festgestellt 

werden, da die hervorgerufenen Inhibitionen auf 11 bzw. 10 % zu stark waren und 

wahrscheinlich schon von einem Absterben der Zellen ausgegangen werden kann. 

Auch diese Ergebnisse konnten anhand einer HE-Färbung verifiziert werden. 

Aus diesen Ergebnissen ergäbe sich eventuell die Möglichkeit durch die Kombination 

mit LS009, bei gleichbleibender HCASMC-Inhibition, die eingesetzte Sirolimusmenge 

um den Faktor 10 zu verringern. Diese verringerte Sirolimuskonzentration könnte sich 

wiederum positiv auf die HCAECs auswirken, da das zusätzliche LS009 keinen 

weiteren Einfluss auf die Proliferation dieser Zellen hat, wie in den vorangegangenen 

Versuchen gezeigt werden konnte. Aufgrund der verringerten Inhibition der HCAECs 

könnten diese wiederum eine bessere Reendothelialisierung des Stents bewirken, was 

unter Umständen zu einer verringerten Restenoserate führen könnte. Dies ist jedoch 

bisher reine Theorie, da weitere Versuche nötig sind, um die Effekte einer reduzierten 

Sirolimuskonzentration auf HCAECs und HCASMCs zu charakterisieren.  

Darüber hinaus könnten auch die Anfangs beschrieben Wirkungen eines 

Pyrazolopyridin-Derivates, wie der NO-unabhängigen Stimulation der 

Guanylylcyclase, der TNF-alpha-Converting- Enzyme-Hemmung und der Matrix-

Metalloproteasehemmung zusätzlich das Outcome der Patienten positiv beeinflussen.  
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Zusammenfassend konnte mit LS009 ein vielversprechender Kandidat identifiziert 

werden, der sich für die Anwendung als Kombinationswirkstoff auf DES eignet und 

durch die sich ergebende Möglichkeit zur Reduktion der verwendeten Sirolimusmenge 

zu einem verbesserten Einwachsen des Stents in das Gewebe führen könnte.  

 

4.5. Beeinflussung intrazellulärer Wirkstoffkonzentration durch 
Transporter-vermitteltes, selektives „Drug-Loading“  
 
Während die bisher dargestellten Ansätze auf der differenziellen, endogenen 

Expression der OCT-Transporter in Endothel- und Muskelzellen aufbauen, wurde im 

letzten Teil der Arbeit das Konzept dahin gehend modifiziert, dass der entsprechende 

Aufnahmetransporter in den Zielzellen (HCASMCs) spezifisch überexprimiert wird. Da 

das Prinzip der differenziellen Expression von Aufnahmetransportern, wie die 

bisherigen Ergebnisse nahelegen, in der Lage zu seien scheint, eine differenzielle 

Wirkung von Arzneistoffen zu vermitteln, sollte im Folgenden ein System entwickelt 

werden, um die beobachteten Effekte weiter auszubauen bzw. artifiziell zu erzeugen.  

Über einen solchen Ansatz könnten dann auch Wirkstoffe gezielt in eine Zelle 

geschleust werden, die bisher nicht von der Zelle aufgenommen werden und daher 

auch keine Wirkung in diesem Zelltyp hervorrufen.  

Um dieses Ziel zu erreichen, sollte zum einen ein System etabliert werden, was die 

Expression eines beliebigen Aufnahmetransporters in vivo ermöglicht und zum 

anderen zu einer zelltypspezifischen Expression des Transporters führt, um die 

differenzielle Expression in verschiedenen Zelltypen zu gewährleisten.  

Als Zielzellmodell wurden in diesem Zusammenhang wieder die HCASMCs 

ausgewählt. Um eine selektive Transporter-Überexpression in diesem Zelltyp zu 

erreichen, war es notwendig, einen HCASMC-spezifischen Promotor zu verwenden.  

Hierfür wurde zunächst der Promotor des Transgelins (oder SM22alpha) verwendet, 

da für diesen bereits in verschiedenen Publikationen eine muskelzellspezifische 

Aktivität gezeigt werden konnte (Adhikari et al., 2011; Adhikari et al., 2010; Montaniel 

et al., 2012). Die in HCASMCs dominierende mRNA-Expression von SM22alpha 

konnte auch bei unseren Versuchen bestätigt werden (Daten nicht gezeigt). Spezifität 

und das Potenzial der SM22alpha-Promotor gesteuerten Genexpression konnte auch 

schon durch Pankajakshan et al. nachgewiesen werden, indem dieser mit einem Virus 

beschichteten Ballonkatheter eine muskelzellspezifische lacZ- und GFP-Expression in 
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koronaren und peripheren Schweinearterien erzielen konnte (Pankajakshan et al., 

2012).  

Als Expressionssystem wurde ein Adenovirus-Typ5-basiertes Transduktionssystem 

eingesetzt, da dieses Modell für eine transgene Expression von Proteinen seit 

Längerem bekannt ist und sich die Adenoviren zudem relativ einfach, inkorporiert in 

die Polymerbeschichtung, auf den Stent aufbringen lassen sollten. Die Viruspartikel 

könnten dann zusammen mit dem Wirkstoff vom Stent freigesetzt werden. Über den 

Schichtaufbau des Polymers ließe sich darüber hinaus auch eine zeitlich gestaffelte 

Freisetzung realisieren, wobei zunächst die Viruspartikel vom Stent eluieren und so 

die selektive Expression des Transportproteins in den umgebenden HCASMCs 

bewirken. In einer zweiten Phase würde der eigentliche proliferationsinhibierende 

Wirkstoff vom Stent freigesetzt werden, welcher dann zellspezifisch in die HCASMCs 

aufgenommen wird und daher hauptsächlich dort seine Wirkung vermittelt. In diesem 

Zusammenhang konnte bereits für verschiedene bioresorbierbare Polymere wie Poly-

L-Lactid- (PLLA) und Poly-ε-Caprolacton- (PCL) eine effiziente Freisetzung von 

Adenoviren nachgewiesen werden (Ye et al., 1998). Auch Nanopartikel basierte, 

biodegradierbare Polylactid-co-Glycolide, sogenannte PLGA-Nanobots, weisen ein 

sehr günstiges Freisetzungsverhalten für Adenoviren auf (Jacob et al., 2011).  

Es ist jedoch bekannt, dass es bisher bei der systemischen Anwendung von 

Adenoviren des Typs 5, im Rahmen einer Gentherapie, zu signifikanten 

hepatotoxischen Effekten kommen kann, die durch einen ausgeprägten 

Lebertropismus dieser Viren hervorgerufen werden. Dieser Tropismus konnte 

wiederum von Arnberg et al. auf eine im Vergleich zu anderen Geweben erhöhte 

Expression des Coxasackie und Adenovirus Rezeptors (CAR) und weiteren an der 

Virusaufnahme beteiligten Proteinen in Hepatozyten zurückgeführt werden (Arnberg, 

2012). Die angestrebte Kombination von Adenoviren und einem lokalen Drug-

eluting Device, scheint jedoch trotzdem ein hohes Potenzial zu besitzen, da die 

Virusapplikation in diesem System auf einen kleinen Bereich des vaskulären Systems 

begrenzt wäre. Hierdurch könnte wiederum das Auftreten systemischer 

Nebenwirkungen durchaus verringert werden. Die lokale Applikation von Adenoviren 

wurde bereits in verschieden Arbeiten erfolgreich getestet. So wurde bereits 1994 

durch Ohno et al. vorgeschlagen, die Pharmakokinetik eines zytotoxischen Wirkstoffes 

zu beeinflussen, um dadurch selektive Wirkstoffeffekte in vaskulären Zellen nach einer 

Angioplastie zu erreichen. Bei diesen Versuchen wurde während der Angioplastie das 
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Gen für die Thymidin-Kinase des Herpesvirus über einen Adenovirus in die Zellen der 

vaskulären Wand transferiert. Durch dieses Purinanaloga-konvertierende Enzym 

konnte systemisch appliziertes Ganciclovir in seinen aktiven Metaboliten umgesetzt 

werden, wodurch die Proliferation infizierter Muskelzellen signifikant inhibiert wurde. 

Da aktiviertes Ganciclovir zudem keinen Einfluss auf nicht proliferierende Zellen 

besitzt, waren die Effekte ausschließlich auf proliferierende Zellen begrenzt, welche 

mit dem Adenovirus infiziert waren (Ohno et al., 1994). Aussagen über den Einfluss 

auf die Endothelzellen wurden in diesen Tierversuchen allerdings nicht getroffen. Es 

konnte jedoch bei dieser lokalen Virusapplikation keine signifikante Virusakkumulation 

in anderen Geweben, wie der Leber, nachgewiesen werden. 

In den vergangenen Jahren wurde darüber hinaus die Wirksamkeit verschiedenster 

transduzierter Gene, wie des Wachstumsfaktors PDGF (Deguchi et al., 1999) und 

weiteren an der Proliferation und Migration von HCASMCs beteiligten Proteinen, 

untersucht (Takaguri et al., 2011). Während die meisten dieser Untersuchungen den 

Virus direkt im Anschluss an die Ballondilatation in das vaskuläre System applizierten, 

zeigten andere Arbeiten, das eine Transfektion 7 bis 8 Tage nach der Angioplastie am 

effizientesten funktionierte. Darüber hinaus postulierten die Autoren jedoch, dass eine 

Langzeitfreisetzung durch einen mit Adenoviren beladenen Gene-delivery Device 

wahrscheinlich die effektivste Methode sei, um die gewünschte Expression zu 

gewährleisten (Deguchi et al., 1999; Guzman et al., 1993). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der SM22-Promotor für die OCT1-Überexpression 

verwendet, um damit ein Transporter-basiertes Drug-Targeting zu ermöglichen. Dabei 

zeigten die OCT1 überexprimierden HCASMCs im Vergleich zu den HCAECs eine 

deutlich gesteigerte Aufnahme des OCT1-Substrats MPP+, während 

Kontrolluntersuchungen unter Verwendung des konstitutiv aktiven CMV-Promotors in 

beiden Zellen eine signifikant verstärkte Aufnahme zeigten. In der Konsequenz kann 

man daher schlussfolgern, dass das dargestellte Konzept der zelltypspezifischen 

Überexpression mit dem Ziel des Drug-Targetings zumindest mit dem OCT1 

Modellsubstrat funktioniert. 

Das der Ansatz auch zu einer Verstärkung der Sensitivität der HCASMCs verglichen 

mit den HCAECs bei Verwendung proliferationshemmender OCT1-Substrate führt und 

damit die, beim Einsatz auf dem Stent gewünschte Wirkung entfaltet, zeigen 

Proliferationsuntersuchungen an entsprechend infizierten HCASMC- und HCAEC-

Zellen. Während die Proliferation durch das OCT1 Substrat Paclitaxel in den infizierten 
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HCAECs nur leicht inhibiert wurde, war die Proliferation der HCASMC fast halbiert, der 

zellspezifische Effekt durch Einsatz des SM22-Promotors konnte auch dadurch 

bestätigt werden, dass bei Verwendung des konstitutiv aktiven CMV-Promotors die 

Wirkung auf die HCAEC deutlich verstärkt wurde. Das auch hier die HCASMCs etwas 

sensitiver auf das Paclitaxel reagierten, ist wahrscheinlich auf eine geringere 

Infektionseffizienz der HCAECs zurückzuführen. Diese Annahme wird auch durch eine 

Arbeit von Lenaerts et al. untermauert, die eine geringere Virus-Bindung an 

Endothelzellen und somit eine verringerte Genexpression nach adenoviraler Infektion 

zeigt (Lenaerts et al., 2009). Dieser Umstand stellt jedoch im Hinblick auf das hier 

verfolgte Konzept einen weiteren durchaus positiven Nebeneffekt dar. 

Ein weiterer Vorteil des hier vorgestellten Modells ist die Möglichkeit eines einfachen 

Austausches der Transportproteine. Somit wäre es denkbar, auch andere Vertreter der 

SLC-Superfamilie mit anderen zytotoxischen Wirkstoffen als Substrat in das System 

zu integrieren. Weitere interessante Kombinationen wären das OATP1B3 und der 

aktive Irinotecanmetabolit (SN-38) oder Docetaxel (Yamaguchi et al., 2008; Smith et 

al., 2005), was in dem hier vorgestellten atherosklerotischen Zusammenhang ebenfalls 

von Interesse sein könnte. Da bisher lediglich Aufnahmetransporter in diesem Konzept 

betrachtet wurden, bestünde eine weitere Möglichkeit in der Verwendung von 

Effluxtransportern, um alternativ bestimmte Zellen vor der Akkumulation zytotoxischer 

Substanzen zu schützen. 

Das hier vorgestellte Konzept der Adenovirus-vermittelten, spezifischen Expression 

von Aufnahmetransportern, mit dem Ziel, einer erhöhten Wirkstoffakkumulation in den 

Zielzellen hervorzurufen, stellt eine potente und einfache Möglichkeit zur lokalen 

Beeinflussung der Pharmakokinetik eines Wirkstoffes dar. Darüber hinaus ist dieses 

System, durch die Austauschbarkeit des transduzierten Transportproteins, nicht auf 

einen bestimmten Substanztyp beschränkt. Während in aktuellen Ansätzen zur 

Identifizierung neuer Wirkstoffe für die Anwendung auf DES sich hauptsächlich auf das 

Screening von HCAECs und HCASMCs beschränkt wird, bietet das hier vorgestellte 

Konzept die Möglichkeit einer gerichteten zytotoxischen Wirkung über eine erhöhte 

spezifizierte Aufnahme in beliebige Zielzellen. Die Kombination aus Delivery-Device 

und adenoviral vermittelter Transporterexpression bietet zudem die Möglichkeit zur 

Anwendung bei weiteren Therapiestrategien, in denen die erhöhte zelluläre Aufnahme 

eines Wirkstoffes das Outcome von Patienten verbessern könnte. 
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5. Zusammenfassung 

Trotz intensivster Forschungen in den letzten Jahrzehnten konnte die unzureichende 

Reendothelialisierung implantierter Drug-eluting Stents (DES) bisher nicht effektiv 

verhindert werden. Aktuelle DES-Konzepte verfolgen das Ziel einer lokalen Inhibition 

der frühen Muskelzellproliferation durch den Einsatz hochwirksamer 

proliferationsinhibierender Wirkstoffe wie Sirolimus und Paclitaxel. Hierdurch werden 

jedoch auch die Endothelzellen stark in ihrer Proliferation eingeschränkt, was in Folge 

zu einer stark verzögerten Reendothelialisierung des Stents führt und wiederum die 

Gefahr von Komplikationen deutlich erhöht. 

Eine Möglichkeit, dem vorzubeugen, wäre es die proliferationsinhibierende Wirkung 

zellspezifisch auf die Muskelzellen zu vermitteln. Da die Wirksamkeit einer Substanz 

in der Regel abhängig von der erreichten intrazellulären Konzentration ist, bietet die 

differenzielle Expression von Transportproteinen eine interessante und elegante 

Möglichkeit, eine solche differenzielle Wirkung von Arzneistoffen zu erzielen. In der 

vorliegenden Arbeit konnten die Transporterexpressionsprofile von glatten 

Muskelzellen und Endothelzellen bestimmt werden. Bei einem Vergleich dieser Profile 

konnte für die Gruppe der organischen Kationentransporter (OCTs) eine signifikant 

erhöhte Expression von OCT1, OCT2 und OCT3 in den glatten Muskelzellen 

nachgewiesen werden, was zu der Hypothese führte, dass Substanzen die ein 

Substrat der OCTs darstellen, stärkere Effekte in glatten Muskelzellen hervorrufen 

sollten. Als erste Bestätigung dieser Hypothese konnte die signifikant erhöhte 

Akkumulation der kationischen Modelsubstrate MPP+ und TEA in Muskelzellen 

nachgewiesen werden. Im weiteren Verlauf der Arbeiten konnte ebenfalls für die mit 

den OCTs interagierenden Platinverbindungen Cisplatin und Oxaliplatin eine 

differenzielle Wirkung auf Endothel- und Muskelzellen nachgewiesen werden. In 

diesem Zusammenhang wurden OCT1 und OCT2 überexprimierende MDCKII-

Zellsysteme etabliert und charakterisiert, die eine Zuordnung der beobachteten Effekte 

zu den einzelnen OCT-Vertretern ermöglichen sollten. An diesen Zelllinien und einer 

bereits vorhanden OCT3-überexprimierenden Zelllinie, konnte die spezifische 

Interaktion von Cisplatin mit OCT2 sowie die Interaktion von Oxaliplatin mit OCT1, 

OCT2 und OCT3 nachgewiesen werden. Bei Versuchen mit dem OCT1-Substrat 

Paclitaxel konnte ebenfalls eine differenzielle Wirkung auf Muskel- und Endothelzellen 

nachgewiesen werden. Für Paclitaxel konnte in diesem Zusammenhang auch zum 
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ersten Mal eine direkte Aufnahme von [³H]-Paclitaxel über OCT1 und zusätzlich über 

OCT3 nachgewiesen werden, was bisher in der Literatur nicht beschrieben wurde. 

Im Rahmen des BMBF-Projektes „REMEDIS – Implantattechnologie der Zukunft“ 

wurden 76 neu synthetisierte fluorierte Pyrazolopyridin-Derivate mit kationischen 

Eigenschaften zur Verfügung gestellt, die innerhalb dieser Arbeit auf ihre biologische 

Aktivität charakterisiert wurden. Dabei konnte mit der Substanz LS009 eine 

Verbindung identifiziert werden, die ebenfalls eine differenzielle Wirkung auf Endothel- 

und Muskelzellen besitzt und mit den OCTs interagiert, wodurch die Hypothese einer 

OCT-vermittelten differenziellen Wirkung von Substanzen auf Muskel- und 

Endothelzellen eindringlich belegt werden konnte.  

Darüber hinaus wurde mit der Verbindung LS009 ein Wirkstoff identifiziert, welcher ein 

hohes Potenzial für die Anwendung als Kombinationswirkstoff auf DES besitzt. So 

konnte im Rahmen von Proliferationsuntersuchungen bei der Kombination von LS009 

mit Sirolimus, die eingesetzte Menge Sirolimus bei gleichbleibender 

Muskelzellinhibition um den Faktor 10 reduziert werden. Da LS009 keine signifikante 

Wirkung auf die Proliferation der Endothelzellen besitzt, könnten diese Zellen von der 

reduzierten Sirolimuskonzentration profitieren und eine effektivere 

Reendothelialisierung des eingesetzten Stentkörpers bewirken. 

Einen weiteren Punkt dieser Arbeit stellt die Entwicklung und Etablierung eines 

adenoviralen Drug-Delivery-Systems dar, durch welches ein selektives „Drug-Loading“ 

ausgewählter Zielzellen bewerkstelligt werden kann. Dieses System basiert auf einer 

adenoviral vermittelten Expression des organischen Kationentransporters OCT1 unter 

der Kontrolle des muskelzellspezifischen SM22-Promotors. Durch dieses System war 

es in ersten Versuchen möglich, die Wirkung von Paclitaxel in infizierten Zellen 

muskelzellspezifisch zu erhöhen. Gleichzeitig wurden infizierte Endothelzellen jedoch 

nicht von einer erhöhten Paclitaxelaufnahme beeinflusst, wodurch die 

Funktionsfähigkeit dieses Systems belegt werden konnte.   
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7. Anhang 

7.1. Abbildung: Vektorkarte pEF6⁄V5-His TOPO® 
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7.2. Ergebnisse des Transporter Super Arrays 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Symbol Well

AVG ΔCt

(Ct(GOI) - Ave Ct 

(HKG))

2^-ΔCt Fold Difference
Fold Up- or Down-

Regulation

Test 

Sample

Control 

Sample

Test 

Sample
Control Sample

Test Sample 

/Control Sample

Test Sample 

/Control Sample

ABCA1  A01 8,72 13,64 2,4E-03 7,8E-05 30,37 30,37

ABCA12 A02 11,14 14,96 4,4E-04 3,1E-05 14,15 14,15

ABCA13 A03 11,81 14,72 2,8E-04 3,7E-05 7,50 7,50

ABCA2 A04 9,77 8,46 1,1E-03 2,8E-03 0,40 -2,48

ABCA3 A05 12,97 4,68 1,2E-04 3,9E-02 0,00 -313,28

ABCA4 A06 9,77 9,05 1,1E-03 1,9E-03 0,61 -1,65

ABCA9 A07 4,65 8,93 4,0E-02 2,1E-03 19,37 19,37

ABCB1 A08 13,31 7,70 9,9E-05 4,8E-03 0,02 -48,83

ABCB11 A09 17,17 16,66 6,8E-06 9,7E-06 0,70 -1,43

ABCB4 A10 16,89 16,09 8,2E-06 1,4E-05 0,58 -1,74

ABCB5 A11 11,54 23,09 3,4E-04 1,1E-07 3002,74 3002,74

ABCB6 A12 7,35 5,72 6,1E-03 1,9E-02 0,32 -3,11

ABCC1 B01 3,90 3,57 6,7E-02 8,4E-02 0,80 -1,26

ABCC10 B02 8,37 5,80 3,0E-03 1,8E-02 0,17 -5,97

ABCC11 B03 12,62 23,09 1,6E-04 1,1E-07 1419,88 1419,88

ABCC12 B04 13,56 23,09 8,3E-05 1,1E-07 736,25 736,25

ABCC2 B05 12,14 10,78 2,2E-04 5,7E-04 0,39 -2,57

ABCC3 B06 7,70 8,30 4,8E-03 3,2E-03 1,52 1,52

ABCC4 B07 5,95 4,90 1,6E-02 3,3E-02 0,48 -2,07

ABCC5 B08 6,79 5,59 9,0E-03 2,1E-02 0,44 -2,30

ABCC6 B09 13,49 14,33 8,7E-05 4,9E-05 1,79 1,79

ABCD1 B10 9,82 7,00 1,1E-03 7,8E-03 0,14 -7,05

ABCD3 B11 5,69 4,97 1,9E-02 3,2E-02 0,61 -1,64

ABCD4 B12 10,23 12,61 8,3E-04 1,6E-04 5,18 5,18

ABCF1 C01 5,54 4,79 2,2E-02 3,6E-02 0,60 -1,68

ABCG2 C02 10,48 9,19 7,0E-04 1,7E-03 0,41 -2,45

ABCG8 C03 12,35 14,93 1,9E-04 3,2E-05 5,99 5,99

AQP1 C04 11,91 8,04 2,6E-04 3,8E-03 0,07 -14,64

AQP7 C05 11,69 4,89 3,0E-04 3,4E-02 0,01 -111,11

AQP9 C06 13,23 15,44 1,0E-04 2,2E-05 4,64 4,64

ATP6V0C C07 3,98 4,09 6,3E-02 5,9E-02 1,08 1,08

ATP7A C08 7,10 6,90 7,3E-03 8,4E-03 0,87 -1,15

ATP7B C09 11,41 9,36 3,7E-04 1,5E-03 0,24 -4,12

MVP C10 5,17 3,78 2,8E-02 7,3E-02 0,38 -2,61

SLC10A1 C11 10,79 10,49 5,6E-04 7,0E-04 0,81 -1,23

SLC10A2 C12 12,33 23,09 1,9E-04 1,1E-07 1726,17 1726,17

SLC15A1 D01 12,32 15,40 2,0E-04 2,3E-05 8,46 8,46

SLC15A2 D02 12,29 13,68 2,0E-04 7,6E-05 2,62 2,62

SLC16A1 D03 7,31 6,49 6,3E-03 1,1E-02 0,57 -1,76

SLC16A2 D04 10,38 17,16 7,5E-04 6,8E-06 110,13 110,13

SLC16A3 D05 14,17 10,08 5,4E-05 9,2E-04 0,06 -17,03

SLC19A1 D06 11,80 7,43 2,8E-04 5,8E-03 0,05 -20,76

SLC19A2 D07 5,02 5,92 3,1E-02 1,6E-02 1,87 1,87

SLC19A3 D08 11,66 13,85 3,1E-04 6,8E-05 4,59 4,59

SLC22A1 D09 11,55 13,86 3,3E-04 6,7E-05 4,98 4,98

SLC22A2 D10 13,55 23,09 8,3E-05 1,1E-07 741,92 741,92

SLC22A3 D11 4,68 9,45 3,9E-02 1,4E-03 27,26 27,26

SLC22A6 D12 13,95 17,39 6,3E-05 5,8E-06 10,86 10,86

SLC22A7 E01 14,08 17,51 5,8E-05 5,3E-06 10,77 10,77

SLC22A8 E02 14,25 23,09 5,1E-05 1,1E-07 458,21 458,21

SLC22A9 E03 11,54 23,09 3,3E-04 1,1E-07 2984,52 2984,52

SLC28A1 E04 12,39 16,90 1,9E-04 8,2E-06 22,78 22,78

SLC28A2 E05 11,45 14,67 3,6E-04 3,8E-05 9,27 9,27

SLC28A3 E06 8,67 13,69 2,5E-03 7,6E-05 32,34 32,34

SLC29A1 E07 8,07 3,69 3,7E-03 7,8E-02 0,05 -20,80

SLC29A2 E08 10,99 12,58 4,9E-04 1,6E-04 3,02 3,02

SLC2A1 E09 12,64 13,83 1,6E-04 6,9E-05 2,29 2,29

SLC2A2 E10 12,79 16,46 1,4E-04 1,1E-05 12,66 12,66

SLC2A3 E11 5,07 8,08 3,0E-02 3,7E-03 8,07 8,07

SLC31A1 E12 4,96 6,52 3,2E-02 1,1E-02 2,95 2,95

SLC38A2 F01 0,95 0,62 5,2E-01 6,5E-01 0,79 -1,26

SLC38A5 F02 6,02 4,17 1,5E-02 5,5E-02 0,28 -3,59

SLC3A1 F03 4,34 4,33 4,9E-02 5,0E-02 0,99 -1,01

SLC3A2 F04 3,79 2,65 7,2E-02 1,6E-01 0,45 -2,20

SLC5A1 F05 16,14 17,92 1,4E-05 4,0E-06 3,44 3,44

SLC5A4 F06 14,59 14,07 4,1E-05 5,8E-05 0,70 -1,43

SLC25A13 F07 7,85 5,38 4,3E-03 2,4E-02 0,18 -5,52

SLC7A11 F08 7,28 4,35 6,5E-03 4,9E-02 0,13 -7,57

SLC7A5 F09 6,71 5,20 9,6E-03 2,7E-02 0,35 -2,84

SLC7A6 F10 6,13 5,25 1,4E-02 2,6E-02 0,54 -1,85

SLC7A7 F11 6,99 4,65 7,9E-03 4,0E-02 0,20 -5,07

SLC7A8 F12 7,48 8,47 5,6E-03 2,8E-03 1,99 1,99

SLC7A9 G01 11,95 16,59 2,5E-04 1,0E-05 24,93 24,93

SLCO1A2 G02 9,41 14,53 1,5E-03 4,2E-05 34,64 34,64

SLCO1B1 G03 17,44 23,09 5,6E-06 1,1E-07 49,99 49,99

SLCO1B3 G04 14,54 23,09 4,2E-05 1,1E-07 375,00 375,00

SLCO2A1 G05 11,00 7,95 4,9E-04 4,0E-03 0,12 -8,28

SLCO2B1 G06 9,29 12,18 1,6E-03 2,2E-04 7,40 7,40

SLCO3A1 G07 6,51 7,31 1,1E-02 6,3E-03 1,74 1,74

SLCO4A1 G08 13,05 7,56 1,2E-04 5,3E-03 0,02 -44,91

TAP1 G09 8,77 9,99 2,3E-03 9,9E-04 2,32 2,32

TAP2 G10 6,19 4,08 1,4E-02 5,9E-02 0,23 -4,31

VDAC1 G11 1,57 1,73 3,4E-01 3,0E-01 1,12 1,12

VDAC2 G12 4,97 6,65 3,2E-02 9,9E-03 3,21 3,21

B2M H01 -0,51 0,94 1,4E+00 5,2E-01 2,74 2,74

HPRT1 H02 4,66 3,60 4,0E-02 8,3E-02 0,48 -2,09

RPL13A H03 -1,04 -1,04 2,1E+00 2,1E+00 1,00 1,00

GAPDH H04 -2,30 -2,31 4,9E+00 5,0E+00 0,99 -1,01

ACTB H05 -0,80 -1,19 1,7E+00 2,3E+00 0,76 -1,31
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7.3. Ergebnisse der Sequenzierungen 
 

OCT1: 

 

Translationsstart und Stopp sind gelb hinterlegt, während Abweichungen von der 

Referenzsequenz rot markiert sind. 
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OCT2: 

 

Translationsstart und Stopp sind gelb hinterlegt, während Abweichungen von der 

Referenzsequenz rot markiert sind. 

 

  

CAAGTAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTGCCCT

TAGGATCATGGCCACCACCGTGGACGATGTCCTGGAGCATGGAGGGGAGTTTCAC

TTTTTCCAGAAGCAAATGTTTTTCCTCTTGGCTCTGCTCTCGGCTACCTTCGCGCCC

ATCTACGTGGGCATCGTCTTCCTGGGCTTCACCCCTGACCACCGCTGCCGGAGCC

CCGGAGTGGCCGAGCTGAGTCTGCGCTGCGGCTGGAGTCCTGCAGAGGAACTGA

ACTACACGGTGCCGGGCCCAGGACCTGCGGGCGAAGCCTCCCCAAGACAGTGTA

GGCGCTACGAGGTGGACTGGAACCAGAGCACCTTCGACTGCGTGGACCCCCTGG

CCAGCCTGGACACCAACAGGAGCCGCCTGCCACTGGGCCCCTGCCGGGACGGCT

GGGTGTACGAGACGCCTGGCTCGTCCATCGTCACCGAGTTTAACCTGGTATGTGC

CAACTCCTGGATGTTGGACCTATTCCAGTCATCAGTGAATGTAGGATTCTTTATTG

GCTCTATGAGTATCGGCTACATAGCAGACAGGTTTGGCCGTAAGCTCTGCCTCCT

AACTACAGTCCTCATAAATGCTGCAGCTGGAGTTCTCATGGCCATTTCCCCAACCT

ATACGTGGATGTTAATTTTTCGCTTAATCCAAGGACTGGTCAGCAAAGCAGGCTG

GTTAATAGGCTACATCCTGATTACAGAATTTGTTGGGCGGAGATATCGGAGAACA

GTGGGGATTTTTTACCAAGTTGCCTATACAGTTGGGCTCCTGGTGCTAGCTGGGGT

GGCTTACGCACTTCCTCACTGGAGGTGGTTGCAGTTCACAGTTGCTCTGCCCAACT

TCTTCTTCTTGCTCTATTACTGGTGCATACCTGAGTCTCCCAGGTGGCTGATCTCC

CAGAATAAGAATGCTGAAGCCATGAGAATCATTAAGCACATCGCAAAGAAAAAT

GGAAAATCTCTACCCGCCTCCCTTCAGCGCCTGAGACTTGAAGAGGAAACTGGCA

AGAAATTGAACCCTTCATTTCTTGACTTGGTCAGAACTCCTCAGATAAGGAAACA

TACTATGATATTGATGTACAACTGGTTCACGAGCTCTGTGCTCTACCAGGGCCTCA

TCATGCACATGGGCCTTGCAGGTGACAATATCTACCTGGATTTCTTCTACTCTGCC

CTGGTTGAATTCCCAGCTGCCTTCATGATCATCCTCACCATCGACCGCATCGGACG

CCGTTACCCTTGGGCTGCATCAAATATGGTTGCAGGGGCAGCCTGTCTGGCCTCA

GTTTTTATACCTGGTGATCTACAATGGCTAAAAATTATTATCTCATGCTTGGGAAG

AATGGGGATCACAATGGCCTATGAGATAGTCTGCCTGGTCAATGCTGAGCTGTAC

CCCACATTCATTAGGAATCTTGGCGTCCACATCTGTTCCTCAATGTGTGACATTGG

TGGCATCATCACGCCATTCCTGGTCTACCGGCTCACTAACATCTGGCTTGAGCTCC

CGCTGATGGTTTTCGGCGTACTTGGCTTGGTTGCTGGAGGTCTGGTGCTGTTGCTT

CCAGAAACTAAAGGGAAAGCTTTGCCTGAGACCATCGAGGAAGCCGAAAATATG

CAAAGACCAAGAAAAAATAAAGAAAAGATGATTTACCTCCAAGTTCAGAAACTA

GACATTCCATTGAACTAAGAAGAGAGACCGAAGGGCAATTCTGCAGATATCCAG

CACAGTGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGGTAAGCCTATCC

CTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCA 
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7.4. Ergebnisse der Kompetitionsassays der Pyrazolopyridin-
Derivate 

 

Abbildung 7.5.1: Inhibition der MPP+-Aufnahme durch Pyrazolopridin-Derivate (10 µM EK) an 
einer OCT1-überexprimierenden MDCKII-Zelllinie. Die Inkubationszeit betrug 3 Minuten (MW 
+ SD, n = 3). 
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Abbildung 7.5.2: Inhibition der MPP+-Aufnahme durch Pyrazolopridin-Derivate (10 µM EK) an 
einer OCT2-überexprimierenden MDCKII-Zelllinie. Die Inkubationszeit betrug 3 Minuten (MW 
+ SD, n = 3). 
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Anhang  102 

 

 

Abbildung 7.5.3: Inhibition der MPP+-Aufnahme durch Pyrazolopridin-Derivate (10 µM EK) an 
einer OCT3-überexprimierenden MDCKII-Zelllinie. Die Inkubationszeit betrug 3 Minuten (MW 
+ SD, n = 3). 
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